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Les endopeptidases de la famille Ml 3 sont d’importants régulateurs de l’activité
pepddergique. Elles ont aussi été identifiées comme étant, via certains inhibiteurs, des
cibles putatives pour certaines interventions thérapeutiques. Sept membres de cette famille
ont été caractérisés usqu’ présent: EPN (néprilysine; aussi connue sous les noms
endopeptidase neutre-24.1l et CALLA), ECE-l et ECE-2 (enzymes de conversion de
l’endothéhne I et 2), PHEX tphoiphate-regutatiîg ene with homolgies to endopeptidases on the X
chromosome; autrefois PEX, le complexe anfigénique Keil des érythrocytes,
SEP/NL1/NEP2 (appelée NEP2 dans le présent travail) et, finalement, ECELI/DINE
(ECE-tike I / Damage-induced neuronat endopeptidase)
Les profils d’hydxopaucité des séquences déduites des ADNc des membres de la
famille M13 prédisent une topologie protéique membranaire de type II avec de courts
domaines cytosoliques N-terminaux, suivies par un segment transmembranaire ainsi qu’un
large domaine extracellulaire ou ectodomaine d’approximativement 700 acides aminés
englobant le site actif des enzymes.
ECELI est l’un des nouveaux membres de la famille M13. Elle a été identifiée par
clonage d’homologie et fut subséquemment clonée suite à l’observation d’une induction de
son expression transcriptionnelle en réponse aux dommages neuronaux. Il a été rapporté
que ECEL1 était exprimé spécifiquement dans le système nerveux. Des expériences
d’invalidation du gène chez la souris suggère un rôle critique de l’enzyme dans la régulation
nerveuse du système respiratoire. Plus récemment, de hauts niveaux d’expression de
C
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ECELI furent assocïés à des tumeurs neuroblastomes présentant un diagnostique favorable
de régression spontanée.
ECEL1 est une glycoprotéine de 775 résidus et son ectodomaine englobe les motifs
H612EXXH (où ‘X’ peut être n’importe quel acide aminé) et G671ENIAD, qui sont des
caractéristiques des métallopeptidases à zinc de la famille M13. Plusieurs autres résidus
jugés important pour l’activité enzymatique de l’EPN sont aussi présents chez ECELI.
ECELI affiche une identité de 48% avec l’EPN dans les 500 derniers acides aminés, où la
vaste majorité des résidus du site actif sont retrouvés.
La localisation cellulaire de ECEL1 est toujours mal définie et son (ses) substrat(s)
physiologique(s) inconnu(s). Dans la présente étude, nous avons examiné la biosynthèse
ainsi que la distribution sous-cellulaire de ECEL1 dans des cellules HEK-293 (htinan
embyonic kidny-293) exprimant cette protéine. Nous démontrons qu’une petite proportion
de ECEL1 est transportée à la surface cellulaire et que la vaste majorité des protéines sont
présentes dans les RE, où elles sont stables. Une distribution similaire a été observée pour
ECELI endogène d’hypophyse de souris. De plus, nous identifions les domaines
transmembranaire et cytosolique comme étant nécessaires pour la localisation de ECEL1 au
RE. Ensuite, nous avons construit une protéine chimérique qui a conduit à la sécrétion de
l’ectodomaine de ECEL1 et a facilité sa purification. Utilisant cet ectodomaine purifié,
nous avons effectué des essais enzymatiques à l’aide d’un tripeptide synthétique ainsi que
plusieurs peptides biologiques reconnues comme étant des substrats de certains des autres
membres de la famille M13. Cependant, ECELI reste à ce jour une enzyme orpheline.
Finalement, nous avons démontré que le gène ECELI peut être régulé par certaines
conditions physiologiques.
VLa caractérisation de ECELI a progressé lors des cinq dernières années. Bien que
plus de questions que de réponses demeurent, le présent ouvrage se veut le rapport de notre
contribution aux connaissances actuelles sur cette nouvelle peptidase de la famille M13.
Mots clés:
Métallopeptidases à zinc, biosynthèse, localisation sous-cellulaire, réticulum endoplasmique
(ER), endothetin-convertitg enyrne-/ike 1 (ECEL1), expression hétérologue, anticorps
monoclonal, activité enzymatique, régulation génique.
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ABSTRACT
Endopeptidases of the M13 family are important regulators of neuropeptide and
peptide hormone activity. They have also been identified as putative targets for therapeutic
intervention using inhibitors. Seven members of this family have been chafacteri2ed so far:
NEP (neprilysin; also known as neutral endopeptidase-24.11 and CALLA), ECE-1 and
ECE-2 (endothelin-converting enzymes I and 2), PHEX (phosphate-regulating gene with
homologies to endopeptidases on the X chromosome; formerly known as PEX, the Keil
blood group protein, SEP/NLI /NEP2 (designated NEP2 in the present work) and, finally,
ECEL1 /DINE (ECE-Like I /damage-induced neuronal endopeptidase).
The hydropathy profiles of sequences deduced from the cDNAs of the M13 family
members predict integral-membrane proteins of type II topology, with short N—terminal
cytosolic domains, followed by a transmcmbrane segment and a large extracellular domain
or ectodomain of approximatively 700 amino acid residues containing the active site of the
enzymes.
ECELI is one of the ncwest members of the M13 family. It was first identifled by
homology clornng, and xvas subsequendy cloned as a transcript whose expression
induced in response to nerve mjury. It has been reported to be expressed specifically in the
nenrous system. Gene disruption expenments in the mouse suggest a critical role of the
enzyme in the nervous regulation of the resplratory system. More recendy, high levels of
ECELI expression were associated with neuroblastoma tumors presenting a favourable
prognosis of spontaneous rcgression.
ECELI is a 775-amino-acid residue glycoprotein, and its ectodomain harbours the
VII
H612EXXK (where ‘X’ denotes any amino acid) and G671ENLAD motifs, which are
hallmarks of the Zn2-metallopeptidases of the M13 family. Several other amino acid
residues that have been shown in NEP to be important for enzymic activity are also present
in ECELI. Overail, ECEL1 bas 48% idendty with NEP in die last 500 amino acid residues,
where most of die active site residues are located.
Uttle is known about ECELI cdllular localization and its physiological substrate(s)
stiil flot characterized. In the present study, we have examined the biosynthesis and
subcellular distribution of ECELI in transfected HEK-293 (human embryonic kidney-293)
ceils expressing this enzyme. We show that a small tfaction of ECEL1 is transported to die
ceil surface, but diat most of die protein is present in die ER, where it is stable. A similar
distribution xvas found for endogenous ECELI from mouse pituitary gland. Also, we show
that bodi die transmembrane and cytoplasinic domains are necessary for ER locali2ation of
ECEL1. Next, we constructed a cbimaenc protein diat lead to die secretion of die
ectodomain of ECEL1, facilitatmg its purification. Using dis punfied ectodomain, we
performed an analysis of de enzymatic acdvity, using a syndietic tripeptide and many
biological peptides known to be substrates of some of the odier member of tEe M13
family. Stiil, ECELI remained an orphan enzyme. Finally, we demonstrate that ECELI
may be under regulation by some physiological conditions.
The caracterizadon of ECEL1 has progressed in de last 5 years. 0f course, dere
are stiM more questions dan answers but die present snidy contributed gready to our
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CHAPITRE 1- INTRODUCTION
1.1 Le modèle membranaire de la mosaïque fluide
Nous sommes en 1972, le modèle de la mosaïque fluide, tel que proposé par Singer
et Nicholson, vient changer la donne des connaissances sur les structures cellulaires : il
propose les bicouches lipidiques comme structure de base des membranes biologiques
(Singer et Nicholson, 1972). Les cellules ainsi que leurs organites sont enveloppés de ces
membranes. Ces bicouches lipidiques possèdent la caractéristique d’être hydrophiles à leurs
deux surfaces, et hydrophobes à l’intérieur. Ces membranes ont comme rôle d’agir comme
barrière perméable, établissant des compartiments cellulaires distincts et établissant le
contact entre la cellule et son environnement.
Ce modèle permet l’existence de protéines qui traversent et s’attachent aux
bicouches; elles deviennent ainsi des protéines intrinsèques aux membranes ou, encore, des
protéines qui sont attachées d’une part ou d’autre de ces bicouches, devenant des protéines
extrinsèques et périphériques. Un mouvement membranafre continu et fluide permet la
diffusion des constituants membranaires et l’existence de phénomènes tels le flip-flop, ou le
transport actif qui s’explique par la présence de canaux protéiques intrinsèques à ces
membranes.
Cette découverte a créé une révolution dont l’ampleur ne s’est jamais estompée. La
présence de composantes protéiques dans la membrane permet d’expliquer le transport de
molécules métabolites, ions ou protéines) à travers des canaux ou encore la transmission de
2signaux lors de la liaison d’un agoniste à un récepteur. Ceci permet une interaction entre
l’environnement de la cellule et son cytoplasme.
1.2 Les protéines membranaires
Les protéines qui sont insérées dans une bicouche lipidique possèdent, dans leur
plus simple expression, trois régions distinctes: une région hydrophobe permettant
l’intégration de la protéine à la membrane et deux régions hydrophiles de part et d’autre de
cette membrane. Ces protéines ampbipaiiques forment habituellement un domaine
fonctionnel globulaire sur au moins un des côtés de la membrane. Certaines chaînes
polypeptidiques comportent plus d’un domaine hydrophobe, ce qui implique qu’elles
possèdent plusieurs segments insérés dans la membrane.
La quantité et la nature des protéines sont variables selon le type membranaire aussi
bien que selon le type cellulaire ou tissulaire. Citons, à titre d’exemple, la membrane de la
bordure en brosse du rein qui contient une quantité importante d’endopeptidase neutre, soit
4-5% de la quantité totale des protéines retrouvées dans cette membrane (Kenny, 1977). La
proportion de protéines composant les diverses membranes varie aussi: la membrane de
myéline, par exemple, est composée de 25 % (en masse) de protéine, alors qu’une
membrane impliquée dans la production d’énergie, telle la membrane interne de la
mitochondrie ou du chloroplaste, regorge de protéines qui constituent 75% de la masse
membranaire. À titre comparatif, la composition moyenne d’une membrane plasmique est
de 50% protéines et 50% lipides.
31.2.1 Biosynthèse et ciblage des protéines transmembranaires vers le rénculum
endoplasmique rugueux
La quasi totalité des protéines membranaires sont synthétisées au niveau du
réticulum endoplasmique rugueux où elles acquièrent, de façon co-traductionnelle, leur
topologie particulière. De manière générale, le ciblage initial de protéines destinées vers la
voie de sécrétion nécessite la présence d’un signal d’initiation de transfert, situé en N-
terminal de la protéine (peptide stgnal), et qui consiste en une séquence de 15 à 30 acides
aminés (N-terminal chargé, domaine central hydrophobe et domaine polaire en C-terminal
englobant un site de clivage). Dans le cas d’une protéine sécrétée, cette séquence
polypepudique sera clivée par une peptidase signal dès que l’extrémité C-terminale de la
séquence aura complètement traversé la membrane du réticulum endoplasmique rugueux,
ou RER (von Heijne et colt., 1984a). La protéine est alors relâchée dans la lumière du
réticulum.
1.2.2 Typologie des protéines transmembranaires
Selon la classification de Singer (1990), on distingue cinq types de protéines
transmembranaires (figure 1). Les protéines de type I et II comprennent un seul domaine
polypeptidique transmembranaire et diffèrent dans leur orientation par rapport à la
membrane. Les protéines de type III comportent plusieurs passages transmembranaires et
celles de type IV sont formées de muidmères de plusieurs sous-unités qui, après assemblage,
formeront un canal transmembranaire. Les protéines insérées dans la membrane par un
lipide lié de façon covalente à la chaîne polypeptidique sont dites de type V. Des protéines
possédant deux types d’ancrages différents ont récemment été décrites (Hitt et colt., 1994).
Elles sont ancrées par un ou plusieurs domaines transmembranaires N-terminaux et par un
4ancrage glycosyl-phosphandylinositol (GPI) C-terminal et ont été désignées comme étant de
type VI (Howeil et Crine, 1996) (figure 1).
Dans le cas des protéines à passage(s) transmembranaire(s), un signal hydrophobe —
séquence continue de résidus majoritairement hydrophobes
— va servir au ciblage vers la
membrane du RER. L’environnement dans lequel se situe cette région hydrophobe va
contribuer à déterminer l’orientation de la protéine dans la membrane du réticulum.
Comme la synthèse protéique par le ribosome se fait toujours du N-terminal vers le C-
terminal, on pourrait s’attendre à ce que toutes les protéines comportant un passage
transmembranaire soit de type I, impliquant que l’extrémité N-terminale soit dans la lumière
du réticulum cndoplasmique et que la queue C-terminale soit cytosolique. Or, la présence
de quelques résidus chargés positivement du côté N-terminal du segment hydrophobe
permet à cette séquence de s’inverser pour voir l’extrémité N-terminale du côté cytosolique
(von Heijne et Gavel, 1988).
II semble donc que la présence d’acides aminés basiques adjacents au segment
hydrophobe influence l’orientation protéique; ces résidus sont habituellement retrouvés du
côté cytosoliquc, alors que les résidus acides se retrouvent généralement du côté luminal de
la membrane du RER (Beltzer et cotL, 1991 ; Parks et coïC, 1989 ; Parks et Lamb, 1991).
Deux règles ont été dictées pour prédire l’orientation d’une protéine ancrée. La première,
«poiitive-inside ,it/e», spécifie que la région adjacente au segment hydrophobes
— les 15 résidus
de part ou d’autre du segment possédant le plus de résidus basiques
— sera retenue du côté
cytoplasmique (von Heijne et Gavel, 1988). La seconde règle, «chage-drence rute» tient
également compte des 15 résidus adjacents au segment hydrophobe mais la somme des
charges de chaque côté doit être déterminée (Arg et Lys +1, His+O.5 et Asp et Glu-1);
le différentiel dc charge entre l’extrémité C-terminale et N-terminale détermine l’orientation
5Figure 1: Classification des protéines intégrales membranaires selon leur mode d’insertion
dans la membrane
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6du segment hydrophobe. Alors qu’un résultat négatif (A(C-N)<O) prédit une orientation de
type II, l’inverse indique une protéine de type I (Hartrnann et cotL, 1989).
Concernant les protéines à multiples passages transmembranaires, l’ordre des
signaux d’initiation et d’arrêt de transfert successifs sera responsable de l’orientation du
polypeptide dans la membrane du RE. Plus spécifiquement, l’orientation du premier
passage transmembranaire va jouer le rôle le plus déterminant et les autres vont
successivement s’ancrer dans l’orientation opposée au segment précédent pour assurer
l’intégration de toutes les régions hydrophobes dans la membrane.
1.2.3 Protéines à ancrage glycosyl-phosphatidylinositol (GPI)
Au-delà des segments hydrophobes assurant une insertion membranaire, il existe
aussi une structure, généralement attachée en C-terminal de certaines protéines, qui permet
de lier ces protéines à la membrane. L’ancre glycosyl-phosphatidylinositol (ancre GPI)
comprend un oligoglycane complexe lié à un phosphatidylinositol étant lin-même inséré
dans la bicouche lipidique. À ce propos, la première protéine étudiée utilisant ce système de
liaison membranaire hit la VSG (Variant Suface G/ycoprotein) (Ferguson et Williarns, 1988).
L’acide aminé C-terminal de la protéine est lié de façon covalente à une chaîne formée
d’une phosphoéthanolamine, de trois mannoses et d’une glucosamine. Ce dernier assure la
liaison avec le cycle inositol du phosphatidylinositol inséré dans la bicouche lipidique grâce
au caractère hydrophobe des chaînes aliphatiques du diacylglycérol. Le signal C-terminal
d’addition de l’ancre GPI comprend une zone relativement polaire de 7 à 14 acides aminés
et un domaine hydrophobe de 15 à 20 résidus, pour lequel on ne connaît pas de séquence
consensus. Seules la longueur du domaine hydrophobe ainsi que la nature de l’acide aminé
situé après le site de clivage déterminent l’ajout de l’ancre GPI (Low, 1989; Englund,
71993) ; le résidu auquel l’ancre est ajouté s’avère être un acide aminé petite chaîne latérale
(Gly, Asn, Ala, Ser, Cys). De plus, les deux résidus en amont du site de civage/addidon de
l’ancre ont généralement des chaînes latérales de petite taille.
Certaines protéines peuvent utiliser deux types d’ancrage membranaire, un segment
hydrophobe intégré dans la membrane (segment transmembranaire) et un ancrage GPI en
C-terminal de la protéine, par exemple (Hitt et cotL, 1994).
1.3 Modifications co- et post-traducflonnelles des protéines empruntant la
voie d’exocytose
1.3.1 Repliement et contrôle de qualité
Au moins deux classes de protéines semblent impliquées dans la formation de la
structure tridimensionnelle des protéines au niveau du RE. La première comprend
l’isomérase des ponts disulFires (PDI) et la peptidylprolyl çis-trans isomérase (PPIase)
(Freedman, 1989). Deux résidus cystéine de différentes parties d’une chaîne polypeptidique
mais adjacents dans la structure tridimensionnelle d’une protéine peuvent être oxydés pour
former un pont disulfure. Cette réaction requiert un environnement oxydatif et ces ponts
ne sont généralement pas retrouvés dans des protéines cytoplasmiques qui baignent dans un
milieu essentiellement réducteur. Ces ponts sont, à l’opposé, fréquemment retrouvés dans
des protéines empruntant la voie de sécrétion et, chez les eucaryotes, la formation de ces
ponts se produit dans la lumière du réticulum endoplasmique, le premier compartiment de
cette voie. Ces ponts disulfures stabilisent la structure tridimensionnelle d’une protéine. De
même, un pont disulfure peut retenir différentes chaînes polypeptidiques ensemble. Cette
8stabilisation se traduit généralement par une moins grande susceptibilité à une dégradation
rapide. L’enzyme PDI favorise ces réactions tout en contrôlant et en accélérant, avec
PPIase, le repliement des structures (Freedman, 1989; Freedman et cott, 1989).
La seconde classe de protéines englobe les chaperons, qui jouent un rôle
stabilisateur de structures dépliées ou partiellement repliées et préviennent l’agrégation de
résidus hydrophobes ou, encore, la formation inadéquate d’interactions intra- ou
intermoléculaires (Gething et Sambrook, 1992). A titre d’exemple, la cainexine, une
protéine résidente du RE s’associe de façon transitoire avec plusieurs protéines durant leur
repliement et leur assemblage (Bergeron et cott, 1994). Cependant, l’association de la
calnexinc peut se prolonger si ces protéines sont mal repliées, et cette association durera
jusqu’à ce que ces dernières soient dégradées (Hammond et Helemus, 1995).
1.3.2 Glycosylation
La glycosylation constitue une modification co-traductionnefle retrouvée sur une
très grande majorité des protéines empruntant la voie de sécrétion (Rothman et Loclish,
1977). On observe chez les eucaryotes deux types de glycosylation: O- et N-glycosylation.
La 0-glycosylation se caractérise par un oligosacchande attaché à un groupement hvdroxyl
d’une sérine ou thréonine, alors que la N-glycosyladon, plus commune, est caractérisée par
un oligosacchande attaché au groupement amide d’une asparagine d’un motif Asn-{Pro}
Ser/Thr où {Pro} représente tous les acides aminés, mis à part la proline (Marshall, 1974).
Il est à noter que la composition des deux types d’oligosacchandes diffère. Dans les deux
cas, il a été proposé que l’ajout de sucres revêtait une importance pour la conformation
adéquate de la structure protéique et augmentait aussi la résistance de ces structures
C protéiques à la dégradation, notamment face aux protéases Gentoft, 1990; Kozarsky et colt,
91988). Alors que la 0-glycosylation s’effectue dans la lumière du ds-Golgi (Han et
Martmage, 1992), la N-glycosylation se fait dans la lumière du RE et la maturation de la
structure saccharidique se voit complétée dans la lumièfe du ts-Golgi (Abeijon et
Hirschberg, 1990; Komfeld et Kornfeld, 1985). La N-glycosylation serait nécessaire pour
assurer une distribution de charges, un repliement et une stabilité adéquate lors de la
maturation protéique et ceci semble dépendre de la nature de la protéine (Paulson, 1989).
La maturation d’une glycosylation N-liée est illustrée à la page suivante (Figure 2).
1.3.3 Autres modifications post-traductionnelies
D’autres modifications post-traductionnelles sont aussi possibles, telle
l’endoprotéolyse au niveau d’une paire d’acides aminés basiques. Cette protéolyse survient
préférentiellement en aval d’une paire KR, mais peut aussi se produire au niveau des paires
RR et RK, avec peu de clivage suite à des paires KK. Dans certains cas plus rares un simple
acide aminé basique, habituellement une arginine, suffit (Benoit et cotL, 1987; Devi, 1991;
Nakayama et coiL, 1992). II est connu que cette paire de résidus doit se retrouver dans un
environnement spécifique formant un tour f3, un random coit ou un tour 2 (Rholam et coïL,
1986; Brakch et coil, 1993). On retrouve généralement un résidu basique en position -2, -4,
-6 en amont de la paire dibasique (Beck et Berry, 1990).
On peut assister aussi à une acétylation des résidus N-terminaux par des
acétyltransférases. Cette modification peut avoir comme conséquence l’augmententation ou
la diminution de l’activité biologique, comme dans le cas de l’ŒMSH ou de la f3-endorphine
(Bennett, 1985; Mains et cotL, 1983). Cette modification peut aussi servir d’agent protecteur
contre l’action de dégradation des aminopeptidases. Plusieurs protéines sont Œ-amidées à
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Figure 2: Représentation schématique de la maturation des sucres N-liés
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7nonooxjgenase, qui convertit un résidu glycme-COOH en amides C-terminales (Eipper et cot/,
1992; Eipper et coÏt, 1993), est souvent essentielle pour l’activité ainsi que la stabilité des
peptides. Finalement, la /llta?miyt yctase provoque la formation de pyroglutamate par la
cydisation d’une glutamine localisée en N-terminal d’une protéine. Cette modification
permet une certaine protection contre une dégradation aminopepddasique (PohÏ et colt,
1991).
Tableau I: Modifications des protéines empruntant la voie de sécrétion.
Organite Modification
RER - Clivage du peptide signal (pour protéines solubles)
- Repliement assisté par des chaperons
- Addition de N-glycosylation ([glucose]3-[mannose]9-[N-acétylglucosamineJ2)
- Formation de ponts disulfiire, assistée par la PDI
- Hydroxylation de prolines ou lysines par prolyl et iysyi hydroxylases
- Oligomérisation
- Addition d’ancrage GPI
Golgi - Modifications de N-glycosylations:
-coupure de maimoses





- Endoprotéolyse par endoprotéases
- Exoprotéolyse par amino ou carboxypeptidases
- Modifications N- et C-terminales:
-amidation par lapeptidytgtycine ci-utnidating monooxygenase
-acétylation par la N-Acetyl transférase
-formation de pyroglutamate par la N-Glntarninyt cyclase
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1.4 Les protéines membranaires et les signaux de localisation cellulaire
La voie de sécrétion agit comme répartiteur et dirige une variété impressionnante de
protéines vers le compartiment intracellulaire adéquat ou vers le milieu extracellulaire. Cette
livraison se fait à travers une séquence de transiocations membranaires dirigées,
d’événements de bourgeonnement membranaire et de fusion membranaire guidant les
protéines à leur destination ultime. Plusieurs indices indiquent que des éléments de ciblage
enfouis dans les structures protéiques sont reconnus par la machinerie de transport
intracellulaire (Peffiam, 1996). Dans les prochaines pages, nous étudierons les principaux
signaux permettant aux protéines transmembranafres d’être aiguillées dans ce capharnaùm.
1.4.1 Signaux de localisation au RER
Des études ont montré que le transport bidirectionnel entre le RER et le Golgi était
très dynamique (Ward et cotL, 2001), et permettrait aux protéines sécrétées d’avancer dans la
voie de sécrétion et aux protéines résidentes du RER d’être récupérées.
Plusieurs types de signaux de retour ont été caractérisés chez les protéines résidentes
du RER. En premier lieu, un tétrapepdde carboxyterminal, KDEL, est retrouvé dans la
séquence de plusieurs protéines solubles, telles BiP et PDI. Les protéines affichant ce signal
peuvent s’échapper du RER, mais sont récupérées par interaction avec des récepteurs
reconnaissant le signal KDEL (Munro et Peffiam, 1987; Lewis et Pclham, 1990; Lewis et
colt., 1990; Semenza et coll, 1990; Vaux et cot/., 1990; Tang et cot/, f993), parfois même
depuis le réseau trans-Golgien (Misenbôck et Rothman, 1995). Il convient cependant dc
noter que ce signal KDEL est généralement retrouvé sur des protéines solubles et non
membranaires. En effet, ces dernières exhibent d’autres signaux. Par exemple, les protéines
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de type I possèdent, dans leur extrémité C-terminale, un signal formé de deux lysines
(KKXX ou FQU’Q<X, où X peut être n’importe quel acide aminé) (Jackson et colt, 1993). Ce
signal peut être dégénéré de sorte que les lysines puissent être remplacées par des arginines.
Le caractère basique sert donc de déterminant moléculaire. La cainexine, par exemple,
affiche une séquence RKPRRE essentielle r sa localisation (Bergeron et colt., 1994;
Rajagopalan et colt, 1994). Certaines protéines de type II possèdent, comme signal de
localisation, deux arginines (RR) situées dans les cinq premiers résidus de l’extrémité N-
terminale (Schutze et col!., 1994). Des études plus récentes proposent qu’un signal RRR (3
argimnes consécutives) soit nécessaire à la localisation, tel que remarqué pour la protéine
GIM9 (Hardt et colt, 2003). Cependant, ce signal semble dépendant d’autres facteurs car
son transfert sur d’autres protéines n’est pas fonctionnel (Hardt et colt, 2003).
finalement, il a été rapporté que certaines séquences transmembranaires sont
responsables de la localisation au RER. Toutefois, rien n’indique qu’un contenu spécifique
en acides aminés soit responsable de cette localisation (Sato et colt, 2003; Parkcr et tvlt,
2004).
1.4.2 Signaux d’export du RER
Il existe deux types de vésicules de transport impliquées dans le transport entre le
RER et l’appareil de Golgi. Elles sont caractérisées par deux types d’enveloppes différentes,
toutes deux formées de sept sous-unités protéiques appelées COPs, et bourgeonnent du
RER ou du Golgi (Harter, 1995; Rothman et Wieland, 1996; Bednarek et colt, 1996;
Cosson et Letourneur, 1997; Nickel et Wieland, 1998). Ce qui distingue les deux
enveloppes COPI et COPII, c’est la nature des sous-unités impliquées dans la formation
C des vésicules respectives. Il semble de plus en plus évident que les vésicules enveloppées
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par les sous-unités COPII soient impliquées dans le transport antérograde, c’est-à-dire le
transport du réticulum endoplasmique rugueux au compartiment intermédiaire (ER-Go.gi
interniediate compartment ou ERGIC)(Scales et col!., 1997). De l’autre côté, les vésicules COPI
seraient responsables du transport antérograde — du ERGIC au Golgi
— puis entre les
différentes cisternes de l’appareil de Golgi. De plus, les vésicules COPI semblent être les
uniques responsables du transport rétrograde, soit du Golgi au RER (Nickel et Wieland,
199$).
Récemment, des signaux d’export du RER ont été identifiés sur des protéines
transmembranaires. Ces signaux semblent absents des protéines solubles du RER et il a été
proposé que des protéines transmembranaires servent de récepteurs pour les protéines
solubles. Différentes approches expérimentales ont montré que pour être intégrées dans les
vésicules d’export du RER, les protéines possédant les signaux d’export doivent posséder
une affinité de liaison à certaines sous-unités formant le manteau vésiculaire (complexe
COPII) (Kuehn et cotL, 1998; Aridor et coil, 1998; Bi et cotL, 2002). Le complexe protéique
COPII étant responsable de la formation vésiculaire sur la membrane du RER, il y collecte
donc les protéines pour les diriger vers l’appareil de Golgi.
Finalement, la machinerie d’export est dépendante du processus de contrôle de
qualité, car les protéines cargos destinées à l’export ne sont apparemment pas reconnues par
COPII avant d’être complètement repliées et/ou assemblées (Ellgaard et Helewus, 2003).
Plusieurs types de signaux d’export ont été identifiés. Les principaux signaux sont décrits
dans les pages qui suivent.
La queue cytoplasmique de la glycoprotéine \TSVG (vesicular stomatitis mnis
g’ycoprotein) contient une séquence YTDIEM, motif aussi retrouvé dans d’autres protéines
membranafres de pe I (Nismura et Balch, 1997 ; Sevtier et coIL, 2000). Il a été démontré
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que le transfert d’une séquence YXDXE sur une protéine quelconque en accélère sa vitesse
d’export. Cette séquence est appelée motif diacide ou DXE (Ma et coÏ1, 2001 ; Maikus et
cotL, 2002; Kappeler et cotC, 1997) et lierait le complexe de sous-unités Sec23-Sec24 de
COPII (Maikus et coïL, 2002). La démonstration que le canal Kir possède une séquence
FXYENEV importante pour l’export nous force croire que le motif diacide puisse être
dégénéré en conservant son caractère acide (Stockldausner et cott, 2001).
Plusieurs autres protéines exportées ne contiennent pas ce motif; d’autres signaux
ont été identifiés. Une paire de résidus hydrophobes, connue aussi sous les noms motif
diaromatique ou motif dihydrophobe, permettrait l’export. Une protéine membranaire de
type I, ERGIC53 par exemple, contiendrait un tel signal ii l’extrémité C-terminale de sa
séquence (Kappeler et coiL, 1997; Nufer et coiL, 2002). Ces résidus lieraient les sous-unités
COPII (Kappeler et coiL, 1997; Nufer et cou, 2002). D’autres motifs diaromatiques (Ff, Y’r’
ou FY) sont retrouvées en des positions semblables dans d’autres familles de protéines
(Fiedler et coïL, 1996 ; Dominguez et cotL, 199$; Otte et Barlowe, 2002).
Un autre signal d’export a été identifié plus récemment dans la queue des protéines
de la famille ERGIC53 (Sato et Nakano, 2002). Il s’agit d’un motif tyrosine, situé à douze
acides aminés du motif d’export d’ERGIC53 mentionné précédemment. Les deux motifs
sont requis notamment pour l’export du RER, mais aussi pour d’autres fonctions (Sato et
Nakano, 2002).
D’autres mécanismes semblent influencer l’export de protéines. Il a été démontré
que l’homodimérisation du récepteur J3,-adrénergique jouait un rôle important dans l’export
et la présence du dimère à la surface cellulaire (Salahpour et cotL, 2004).
Il a été aussi observé que la présence d’un résidu phénylalanine à l’extrémité C-
terminale de ERGIC-53 semble responsable d’une interaction au complexe COPII, ce qui
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suggère une certaine implication dans l’export protéique (Nufer et colt, 2003). Cette
phénylalanine peut en outre être remplacée par une valine mais sous une restriction
positionnelle (Nufer et colt, 2003). La longueur du domaine transmembranaire semble aussi
avoir une incidence sur l’export, vingt-et-un acides aminés s’avérant être la longueur
optimale (Nufer et coÏt, 2003).
Pour conclure, une autre classe de protéines, les glycosyltransférases (résidentes du
Golgi), semblent être caractérisées par la présence du signal [R/K](X)[R/K] dans la queue
cytoplasmique de ces protéines membranaires de type II (Giraudo et Maccioni, 2003). Ce
motif dibasique est localisé près du domaine transmembranaire et des expériences de cross
linking sur des membranes de microsomes ainsi que des essais de liaison t des peptides
immobiiisés ont démontré qu’il interagissait avec Sarl, une composante de COPII (Giraudo
et Maccioni, 2003).
1.4.3 Signaux de localisation dans l’appareil de Golgi
Il semble que la présence d’un court domaine transmembranaire d’environ 17
résidus, ainsi que les résidus environnants, soient les déterminants responsables d’une
localisation golgienne (Machamer, 1991; Machamer, 1993; Munro, 1991; Munro; 1995;
Niisson et colt, 1993; Nilsson et colt, 1994; Nilsson et Warren, 1994). Ces domaines
transmembranaires effectueraient une ségrégation basée sur l’interaction lipidique
dépendante de l’épaisseur de la membrane, de sa composition et de sa rigidité (Munro,
1991; Bretscher et Munro, 1993). Ce mécanisme impliquerait un gradient de cholestérol
intégré dans la membrane et ce, à travers l’appareil de Golgi (Bretscher et Iviunro, 1993;
Nilsson et Warren, 1994; Munro, 1995; Simons et Ikonen, 1997). La longueur du domaine
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transmembranaire des différentes enzymes déterminerait donc leur distribution à travers
l’appareil de Golgi.
Un deuxième mécanisme de localisation golgienne a été proposé. Celui-ci tient
compte de l’observation de certaines enzymes du Golgi qui s’associent pour former des
oligomêres (Nilsson et cotL, 1993). Ces oligomères seraient de taille trop importante pour
être inclus dans les vésicules de transport et demeureraient donc au Golgi. Les deux
mécanismes proposés ne sont pas mutuellement exclusifs, et pourraient aussi bien être
complémentaires dans la localisation de protéines membranaires golgiennes (Munro, 1995).
Il existe, dans le Golgi, un transport protéique à contresens où des protéines
quittent le TGN
— compartiment en aval — pour ensuite revenir dans le Golgi. Le transport
de GLLTT4 du TGN au Golgi, à titre d’exemple, est contrôlé par un motif dileucine, et la
relâche de GLUT4 du Golgi impliquerait une tyrosine ainsi que la séquence PDGND (Pro
Asp-Glu-Asn-Asp) adjacente, à l’extrémité C-terminale (Martinez-Arca et colt., 2000).
1.4.4 Signaux de localisation au réseau trans-Golgi (TGN)
Comme le réseau tir-Golgi, le réseau trans-Golgi est un compartiment spécialisé où
les protéines sont confrontées à une ségrégation dans le but de les distribuer adéquatement
vers leur lieu de résidence (Orci et cotL, 1987). À ce niveau, les protéines se voient offrir une
pléiade de destinations les lysosomes, les endosomes, la membrane plasmique, et les
granules de sécrétion dans certaines cellules spécialisées. Contrairement aux protéines
résidentes du Golgi, il n’y a pas d’évidence biochimique qu’il y ait de signaux de localisation
directs vers ce compartiment; autrement dit, elles circuleraient entre ce compartiment et
d’autres régions sous-cellulaires. Cela dit, il semble par contre exister des signaux qui
pern-lettent le recyclage de protéines de compartiments en aval du TGN vers ce dernier.
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Un bon exemple de cela est la furme: cette protéine possède un signal de recyclage
au TGN dans sa queue cytosolique, ressemblant au signal d’internalisation de récepteurs
membranaires (Bosshart et colt, 1994; Chapman et Munro, 1994; Molloy et cott, 1994; Jones
et coÏt, 1995; Schafer et cott., 1995; Takahashi et coÏt, 1995; Voorhees et coÏt, 1995). Le signal
basé sur une tyrosine consiste en un tétrapeptide YXXØ (0 équivaut à un résidu
hydrophobe). Ce motif est à la fois nécessaire et suffisant pour la récupération de protéines
membranaires, de la surface cellulaire au TGN (Trowbridge et coÏt, 1993). La mutation de
ce signal résulte en une accumulation de ces protéines à la surface.
De plus, un signal dileucine a été caractérisé comme étant un signal d’intemalisation
(Johnson et Kornfeld, 1992; Stroh et cott, 1999). Finalement, un amas de résidus acides
(CPSDSEEDED) pouvant être phosphorylé sur des résidus sérines par des enzymes
homologues à la caséine kinase II (CK-H) (CK-II-tike enrjrne.), jouerait un rôle modulateur
important dans le recyclage de protéines au TGN Gones et colt, 1995; Takahashi et cott,
1995; Stroh et coi!., 1999)
1.4.5 Signaux de ciblage VCfS les lysosomes
Les enzymes solubles destinées aux lysosomes possèdent un motif mannose-6-
phosphate ajouté aux ohgosachandes de type N-glycosylation. Ce signal est reconnu par
deux récepteurs mcmbranaires spécifiques localisés au TGN (von Figura, 1991).
De leur côté, les protéines membranaires (tel que le récepteur mannose-6-
phosphate) sont dirigées vers le lysosome par la présence de signaux enfouis dans leur
queue cytosolique (Peters et cott, 1990; ]ohnson et Komfeld, 1992; Lehman et cott, 1992).
Cc signal peut prendre la forme d’un résidu tyrosine entouré de résidus polaires ou basiques
(Luzio et Banting, 1993), ou de leucine et/ou isoleucine adjacentes Oohnson et Kornfeld,
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1992; Letourneur et Klausner, 1992). Il a été démontré que le ciblage par ces signaux
dépend de deux mécanismes distincts et saturables (Marks et cott, 1996).
1.4.6 Signaux de ciblage vers les endosomes
Plusieurs signaux d’internalisadon vers les endosomes ont été caractérisés. Ces
signaux consistent en une courte série de quatre à six acides aminés formant un tour serré
(tzght turn) (Collawn et cotL, 1990; Trowbndge, 1991; Gruenberg et Maxfield, 1995). Un autre
signal a aussi été décrit, ressemblant au signal KKXX de retour vers le RER (Itin et cotL,
1995).
1.4.7 Transport à la membranaire plasmique: le cas de cellules polarisées et/ou
spécialisées
Il a été suggéré que dans les cellules non polarisées, les protéines sans signal
spécifique soient envoyées par defaut, du TGN à la surface cellulaire. A l’opposé, dans les
cellules polarisées, les protéines peuvent être envoyées vers deux types membranaires
différents : la membrane apicale ou la membrane basolatérale.
1.4.7.1 Transport vers la membrane apicale
Un signal de transport vers la membrane apicale est l’ancre GPI (Lisanti et colt, 1989;
Lisanti et Rodriguez-Boulan, 1990; Simon et Ikonen, 1997). Le ciblage par ce signal
pourrait employer un mécanisme similaire à celui utilisé par des protéines de la membrane
golgienne, à savoir qu’une association et/ou une agrégation sélective ainsi qu’une interaction
avec des glycospbingolipides de la surface apicale permettraient cette localisation (Brown et
colt, 1992; Matter et Meilman, 1994; Simons et Ikonen, 1997). Les cellules neuronales
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montrent aussi une certaine polarité membranaire, entre leur axone et leurs dendrites. Dans
ces cellules, les protéines liées à une ancre GPI ne sont fetrouvées que dans les axones
(Dotri et Simons, 1990; Dom etcotL, 199f).
Les oligosacchandes N-liés ont été proposés comme signal pour la localisation à la
membrane apicale de certaines glycoprotéines dans les cellules épithéliales (Rodriguez
Boulan et Poweil, 1992; fiedler et Simons, 1995; Scheiffle et cotC, 1995; Ponnambalam et
Bantmg, 1996). De plus, il a été démontré que la protéine V1P36 pouvait favoriser le
transport des protéines 0-glycosylées vers la membrane apicale (Fiedier et cott, 1994; Fiedler
et Simons, 1995; Fiedier et Simons, 1996).
1.4.7.2 Transport vers la membrane basolatérale
Plusieurs types de ciblage vers la membrane basolatérale ont été décrits. Le premicr
implique un signal tyrosine similaire à celui impliqué dans l’internalisation de protéines de la
surface Q3rewer et Roth, 1991; Hunziker et coÏt, 1991; Mostov et cott, 1992). De même, il
semble qu’un motif dileucine soit responsable de la présence de certaines protéines du côté
basolatéral (Hunziker et colt., 199f; Matter et cott, 1994). Un autre signal de ciblage
basolatéral prend la forme d’une séquence acide de dix-sept acides aminés dans la queue
cytosolique de protéines (Casanova et colt, 1991; Maitlin, 1992; Mostov et colt., 1992). Plus
récemment, un toop cytoplasmique a été proposé comme responsable du ciblage
apical/basolatéral de protéines, notamment les transporteurs de glucose GLUTI et GLUT5
dans les cellules polarisées CaCo2 (Inukai et coÏt, 1997).
Jusqu’à aujourd’hui, un seul signal positif a été démontré comme étant nécessaire
pour la transcytose (c’est à dire le transport de la membrane basolatérale à b membrane
C apicale). La phosphorylation d’une sérine dans la queue cytosohque du récepteur
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d’immunoglobulines polymériques permet le ciblage de celui-ci à la surface apicale
(Casanova et colt, 1990; Casanova et colt, 1991).
I .4.7.3 Transport via la voie de sécrétion régulée
Les cellules neuronales et certaines cellules endocrines possèdent deux voies de
sécrétion parallèles du TGN vers la membrane plasmique (Burgess et Kelly, 1987). Alors
que toutes les cellules possèdent une voie de sécrétion dite «constitutive», où les protéines
qui l’utilise sont envoyées de façon continue, sans quelconque influence, les cellules
énumérées ci-haut possèdent aussi une voie de sécrétion dite «régulée», où les protéines
sélectionnées pour emprunter cette voie sont généralement emmagasinées dans des granules
de sécrétion qui permettent l’exocytose suite à une stimulation (Gumbiner et Kelly, 1982;
Rivas et Moore, 1989).
Une étude comparative tridimensionnelle d’extrémités N-terminales de protéines
envoyées vers la voie de sécrétion régulée, a permis de considérer une région hélice (X
pouvant servir de tel motif de ciblage (Gorr et Darling, 1995). Le ciblage d’autres protéines
semble dépendre de la présence d’un domaine riche en proline (Stahl et coït, 1996), mais il a
été constaté que ce motif n’était pas toujours efficace (Seethaler et colt, 1991).
Sur la page suivante, un tableau des signaux de localisation retrouvés sur les
protéines empruntant la voie de sécrétion de la cellule a été incorporé, dans l’intention d’en
faire une synthèse (Tableau Il).
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Tableau II: Signaux de localisation de protéines membranaires.
Fonction du signal Motif
Rétention au RER - KDEL en C-terminal (protéines solubles et membranaires de type Il)
- KKXX ou KXKXX du côté cytosolique (protéines membranaires de type I)
- RR sur la queue cytoplasmique (protéines membranaires de type Il)
- RRR sur la queue cytoplasmique
- Domaine transmembranaire




- Phénylalanine à l’extrémité C-terminale (jumelée à une glutamine
- Longueur du domaine transmembranaire (21 aa = optimal)
- [RKJ(X)[RKJ, à l’extrémité C-terminale (protéines membranaires de type Il)
G i - Courte région transmembranaire (environ I? aa)O gi (protéines membranaires de type Il (et possiblement type I))
- Motif dileucine (TGN au Golgi)
TGN - YXX0 (protéines membranaires de type I)
- amas d’acides aminés acides (protéines membranaires dc type I)
- Signal dilcucine (protéines membranaires de type I)
Lysosome - Mannose-6-phophate (protéines solubles)
- Motif cytoplasmique basé sur une tyrosine (protéines membranaires de type I)
- Signal dileucine (protéines membranaircs de type I)
Surface apicale - Ancrage GPI
- Oligosacchari des N-liés
- 0-glycosylation
Surface basolatérale - Motif tyrosine
- Séquence acide dans la queue cytoplasmique
- Courte séquence cytoplasmique dc type dilcucine
(protéines membranaires de type 1)
Endosomes - Il-tum avec un résidu tyrosine, du côté cytoplasmique
(protéines membranaires de type I et 11)
- Motif KKXJK-like
Granules de sécrétion - Hélice x hydrophobe en N-terminal
- Région riche en proline
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1.5 Les systèmes de communication intercellulaires via l’intégration
peptidergigue
Les organismes supérieurs ont développé des mécanismes complexes permettant
une communication efficace et régulée entre leurs divers constituants tissulaires et
cellulaires. Des peptides sont souvent utilisés comme inducteurs de réactions
physiologiques.
La synthèse et la sécrétion de ces peptides sont effectuées par la cellule émettrice.
Suite à leur relâche, ces molécules vont stimuler la cellule cible par le biais de l’association à
un récepteur localisé sur la membrane cellulaire. La cellule cible peut parfois être la cellule
émettrice (activation autocrine), une cellule environnante (activation paracrinc) ou encore
une cellule d’un tissu différent (activation endocrine). La liaison du peptidc au récepteur
déclenche une cascade de signaux intracellulaires ayant pour conséquence d’induire une
réponse biologique spécifique.
Un moyen de contrôler ou dc moduler la fréguence et l’intensité de cette
propagation d’information passe par l’activation et la dégradation de ces messagers. Ce
contrôle est confié à plusieurs enzymes, protéases ou peptidases, qui participent à la
maturation de peptides
— activation de précurseurs biologiquement inactifs en produits
actifs
— ainsi qu’à la dégradation des molécules actives.
1.5.1 Maturation peptidique par les peptidases
Les peptides bio-actifs sont d’abord synthétisés sous forme de précurseurs inactifs.
Ces précurseurs peuvent contenir un seul peptide, plusieurs copies du même pcptide ou
plusieurs peptides différents. Au même titre que toutes les protéines empruntant la voie de
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sécrétion cellulaire, la séquence primaire de ces précurseurs protéiques/peptidiques contient
une région N-terminale nommée peptide signaL Celle-ci permet un ciblage et une
transiocafion dans la lumière du réticulum endoplasmique (RE), première station de la voie
de sécrétion. De manière générale, cette séquence est rapidement clivée par lapeptidase signal
dans le RE. A ce point, la molécule est acheminée dans l’appareil de Golgi pour terminer
son voyage, le plus souvent, dans les grains de sécrétion de la voie régulée. Il arrive qu’une
maturation protéolytique supplémentaire soit nécessaire lors du passage dans les
compartiments en aval du RE (Seidah et cott, 1998; Khan et James, 1998; Mizuno et
Matsuo, 1994). Des protéases à sérine de la famille de la subtilisine, telle la ftirine, sont en
grande partie responsables de cette maturation (voir section 1.3.3). D’autres phénomènes
de maturation sont aussi possibles, tels l’acétylation et l’amidation (Seidah, 1995
Nakayama, 1997).
Certains peptides, une fois relâchés, se retrouvent tout de même sous une forme
biologiquement inactive. Une étape de maturation supplémentaire est donc nécessaire, et il
a été démontré que des enzymes de type métallopeptidases à zinc localisées à la surface
cellulaire sont impliquées dans cette activité (Turner et Tanzawa, 1997). Nous en verrons
plusieurs exemples dans les sections qui suivent.
1.5.2 Dégradation de molécules peptidiques
Tel que mentionné précédemment, un moyen employé par l’organisme pour
interrompre un signal peptidergique est d’inactiver le messager. Alors que certaines
protéases s’affairent à hydrolyser un ou plusieurs lien(s) peptidique(s) pour activer ces
peptides, le contraire est tout aussi possible, à savoir que des peptidases dégradent des
(‘. peptides actifs en sous-produits biologiquement inactifs (Rimer et Tanzawa, 1997).
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L’endopeptidase neutre (voir section 1.7) est très certainement un excellent exemple de ce
processus (Crine et colt, 1997). La page suivante illustre les processus de dégradation ou
d’activation d’un peptide par une peptidase (Figure 3).
1.6 Des enzymes aux fonctions variées : les protéases/peptidases
Les protéases sont très largement répandues dans la nature, où elles participent à
une variété de fonctions physiologiques, certaines étant vitales. De manière générale, les
protéases/peptidases (E. C. 3. 4. X. X., Nomenclature committee of the international union of
biochernisty anti moÏecuÏar biotogy, 1972) sont des enzymes hydrolysant des liaisons peptidiques.
Les protéases sont subdivisées en deux groupes: endopeptidases et exopeptidases
(carboxypepddases ou aminopeptidases). Toutes les protéases bien caractérisées font partie
d’une des quatre familles suivantes: les protéases à sérine, les protéases à cystéine, les
protéases à aspartate et les métalloprotéases (Barrett et Rawhngs, 1991 ; Rawhngs et Barrett,
1993). Cette classification est basée sur la nature du groupe fonctionnel le plus important
dans le site actif. Il est intéressant de constater que les membres de mêmes familles sont
souvent reliés évolutivement. Les métallopeptidases à zinc, faisant partie du dernier groupe,
sont, dans le cadre de notre étude, d’un intérêt beaucoup plus marqué.
En effet, ette catégorie d’enzymes (métallopeptidases à zinc) se caractérise par la
présence d’un atome de zinc au site actif de l’enzyme. Cet atome de zinc participe
directement au mécanisme catalytique. Ces enzymes possèdent dans leur séquence
primaire, une séquence appelée «signature de liaison au zinc» (Jonegeneel et colt, 1989).




Figure 3 : Schéma illustrant l’activation (A) ou la dégradation (B) de peptides via la protéolyse
A: Représentation de la maturation d’un précurseur mactif (propeptide) en produit biologiquement actif.
Suite à cette maturation, le peptide est apte à lier son récepteur. B : Représentation de l’arrêt du signal
O peptidergique par la dégradation d’un produit biologiquement actif en sous-produits inactifs. Ceci empêche latransduction du signal via la liaison au récepteur.
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glutamique catalytique (voir section 1.6.2). La nature et l’organisation des résidus formant
cette séquence consensus permet une sous-classification additionnelle caractérisant les
zmcmes, les inverzincines, les carbox3peptidases et les DD-carboxypeptidases (Bode et tv/L,
1993; Hooper, 1994). Dans le but d’abréger le texte, nous n’allons aborder qu’une des
classes : les zincmes. Cette classe renferme la famille de peptidases pertinente à notre étude.
Pour bien situer le recteur, un tableau synthèse du classement des protéases à zinc est
présenté pius loin (Figure 4).
1.6.1 Les zincines
Cette classe est constituée de métallopeptidases possédant un motif signature
HEXXI-1 (X étant un acide aminé quelconque). Les bistidines (H) lient l’atome de zinc,
alors que l’acide glutamique (E) est l’acide glutamique catalytique. Une classification
supplémentaire permet de fractionner cette classes en deux sous-groupes, les gluzincines et
les metzincines.
Les gluzincines doivent leur nom au troisième ligand de l’atome de zinc, un acide
glutamique retrouvé en aval (généralement à 24 à 64 résidus) du motif signature basal
(HEXXFI E). Les aminopeptidases, la famille de l’enzyme de conversion de
l’angiotensine, la famille de la thermolysine et finalement, la famille de l’endopeptidase
neutre (EPN) forment ce sous-groupe.
Les metzincines sont quant à elles dotées d’une séquence consensus légèrement
plus complexe que les gluzincines, HEBXHXBGBXH, où B représente un acide aminé
volumineux non-polaire. Contrairement aux gluzincines, le troisième ligand est une
histidine. Le nom provient de la structure Met-turn (englobant une méthionine) formée par
cette séquence. Les familles des astacines, des serralysines, des reprolysines (ou
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Figure 4: Classification des métallopeptidase à zinc
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adamalysmes) et des matrixines forment ce sous-groupe.
1.6.2 Mécanisme général d’action des gluzincines
Les travaux de Matthews (198$) ont permis de comprendre le mécanisme d’action
de ces enzymes via l’étude de l’archétype de cette famille, la thermolysine, une enzyme de la
bactérie Bacittus thermoproteotiticus. Le mécanisme catalytique est représenté à la Figure 5.
L’atome de zinc y joue un rôle crucial. En effet, il est retenu au site actif par trois résidus,
avec l’ordre préférentiel suivant: histidine> > acide glutamique> acide aspartique ou cystéine
(Vallee et Falchuk, 1993).
La catalyse s’amorce par la formation d’une liaison de coordination entre l’atome de
zinc et l’atome d’oxygène du groupement carbonyle du lien peptidique ciblé, provoquant le
changement d’état du zinc, de tétracoordinadon à celui de pentacoordination. Ceci induit la
polarisation d’une molécule d’eau associée à un acide glutamique du site actif de l’enzyme,
appelé acide glutamique catalytique. Cette molécule d’eau polarisée prend alors la forme
d’un puissant nucléophile apte à attaquer le carbone du lien peptidique. finalement, la
protonation de l’atome d’azote du lien peptidique provoque la scission de ce lien et un
relâchement de deux sous-produits s’ensuit.
1.7 Les métallopeptidases membres de la famille de Ï’endopeptidase neutre
Entre la découverte, par Kerr et Kenny (1974), de l’cndopeptidase neutre et celle de
l’ECE-l purifiée à partir d’une préparation de microsomes de poumons de fats par l’équipe
Q de Takahaslil (1993), une ringtaine d’années se sont écoulées. Cette période a penins de
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caractériser de façon détaillée l’endopeptidase neutre, qui allait devenir le modèle de toute
une série de peptidases. Les années 1990 ont marqué l’explosion des connaissances dans
ce domaine; à une plus grande connaissance et une pius profonde caractérisation de ces
deux premiers membres se sont ajoutés b découverte et le clonage de nouveaux membres
possédant une similarité de séquence impressionnante (Figure 6). À ce jour, cette famille
regroupe quelque sept membres: EPN, ECE-1, ECE-2, te complexe antigénique Kett des
éijthivytes, PHEX, NLI /SEP/NEP2 et, tout dernièrement, ECELI /DINE. Ce sont toutes
des glycoprotéines membranaires de type II, formées d’une courte queue cytoplasmique (N
terminale), d’un domaine transmembranaire et d’un long domaine luminal ou extracellulaire
(C-terminal). C’est dans ce dernier domaine que l’activité enzymatique réside.
Au niveau génique, les positions de 11 jonctions exon/intron sont exactement
conservées entre au moins cinq gènes (KELL, ECE-l, ECELI, EPN et PHEX)(Valdenaire
et cotL, 2000). Ces exons encodent approximativement les 500 derniers acides aminés des
enzymes. Cette conservation reflète le fait qu’un nombre important de résidus essentiels
pour la catalyse sont localisés dans ces régions extracellulaires des enzymes. Alors que les
queues cytosoliques sont assez variables, les domaines extracellulaires affichent un degré de
conservation remarquable (Valdenaire et coÏt, 2000). A titre d’exemple, on note la présence
de résidus cystéines conservés, suggérant fortement des structures tridimensionnelles
stabilisées par des ponts disulfures assez semblables. De plus, un haut niveau de
conservation est aussi observé pour les résidus impliqués dans la catalyse, suggérant des
mécanismes enzymatiques très similaires (Valdenaire et colt, 1995; D’Adamio et colt, 1989;
Lee et colt, 1995; Francis et colt, 1997; HoIm et colt, 1997). Tous ces résidus sont importants
pour le repliement ainsi que la fonction enzymatique, ce qui explique que ces exons aient été



















correspondant aux 200 premiers résidus (incluant les domaines intracellulaires et
transmembranaires) sont différemment organisées d’un gène à un autre et cette variabilité
s’observe, entre autres, tant dans la longueur des queues cytosoliques que dans le contenu
en acides aminés de ces dernières (SEP/NLI/NEP2, 17 aa jusqu’à ECE-2, 82 aa) (Figure
7). En addition, huit jonctions ne sont conservées que parmi deux, trois ou quatre gènes,
délimitant les relations entre ces cinq gènes. Une analyse génomique suggère que la plus
récente duplication génomique ayant pris place pour produire ces cinq gènes concerne
ECE-1 et KELL d’un côté, et l’EPN et PHEX d’un autre côté (Valdenaire e coïL, 2000).
1.7.1 L’endopeptidase neutre
L’endopeptidase neutre a été révélée à la communauté scientifique en 1974 lorsque
Kerr et Kenny ont publié deux articles portant sur la purification, la détermination de la
masse moléculaire ainsi que sur les propriétés enzymatiques de celle-ci. Elle a été nommée
endo1bep/idase neutre pour refléter sa capacité d’hydrolyse de liens peptidiques internes de la
chaîne B de l’insuline et ce, à un pH neutre. L’endopepridase neutre allait devenir la porte
d’entrée d’une famille de protéines d’une importance cruciale dans plusieurs phénomènes de
régulation métabolique.
L’endopepddase neutre (Néprilysine, NEP, E.C.3.4.24.1 1) a été identifiée comme
une glycoprotéine de 90-100 kDa dans les cellules de tubules proximaux du rein (Kerr et
Kenny,1974a; Kerr et Kenny, 1974b). Cette pepridase apicale est particulièrement
abondante dans in bordure en brosse du rein, représentant 4-5% des protéines totales.
L’existence de l’endopeptidase neutre a pris un nouveau parcours lorsqu’elle a été identifiée
pour la deuxième fois, par Malfroy et coïL, en 1978 ces derniers décrivirent en effet une
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Cette peptidase fut conséquemment appelée enképhalinase. Et ce n’est que quelques
années plus tard que d’autres travaux permirent de confirmer que l’EPN et l’enképhalinase
étaient en réalité la même enzyme QZlorens et colt., 1981 ; Matsas et colt., 1983 ; Almenoff et
Orlowski, 1984; Tumer, 1987). L’enzyme allait être «découverte» une troisième fois, par
Letarte et coït, en 1988, dans un contexte néanmoins différent pouvant justifier cette
redondance. En effet, le clonage de Ï’ADNc de CALLA (conrnion acute /ymphobtastic teuke?nia
antgen), un antigène localisé à la surface des lymphocytes B immatures et marqueur du
développement de la leucémie lymphoblastique aigué de type B (Greaves et coït, 1975),
révéla qu’il n’était nul autre que l’EPN. On fait encore référence à ces divers noms
lorsqu’on parle de cette enzyme. Toutefois, le nom d’endopeptidase neutre est celui qui est
favorisé.
1.7.1.1 Structure protéique de l’endopeptidase neutre
La structure primaire de l’EPN a été dévoilée grâce au clonage et au séquençage de
son ADNc obtenu à partir d’ARNm de rat (Maifroy et coït, 1987), de lapin (Devault et cott,
1987), d’humain (Maifroy et coït, 1988) et de souris (Chen et cott, 1992). Les séquences en
acides aminés de l’EPN de ces différentes espèces de mammifères sont identiques ii. plus de
90%, indiquant un degré de conservation évolutif très élevé, généralement indicateur d’une
fonction biologique particulièrement importante.
L’EPN est une protéine membranarre (Kerr et Kenny, 1974 ; Booth et Kenny, 1980)
de 749 acides aminés dont la topologie est de type II (Fuicher et coït, 1986 ; Devault et coït,
19$Sa). Elle possède un court domaine cytoplasmique de 27 acides aminés à son extrémité
N-terminale, un segment à haut contenu hydrophobe transmembranaire de 23 acides
C aminés et un long domaine extracellulaire (ou ectodomaine) de 699 acides aminés à son
36
extréntité C-terminale (voir Figure 7). Cet ectodomaine adopte une structure globulaire
compacte localisée très près de la membrane plasmique (Kenny et toit, 1983). C’est sur cet
ectodomaine qu’est situé le site catalytique de la protéine. Il contient également 12 cystéines
fonriant 6 ponts disulfures qui contribuent à stabiliser et à maintenir la métallopeptidase à
zinc dans une conformation active ÇTam et coït, 1985). La patron d’appariement de ces
ponts est maintenant connu grâce à la détermination de la structure tridimensionnelle
(Oefner et coït, 2000) (voir Figure 8).
En plus des caractéristiques énoncées ci-haut, 1’EPN possède plusieurs sites
potentiels de N-glycosylation (Asn-Xaa-Ser/Thr, où Xaa peut être n’importe quel acide
aminé sauf une proline) sur le domaine extracellulaire. L’enzyme de lapin en contient cinq,
alors que les protéines de rat, de souris et d’humain en contiennent six. La glycosyladon de
l’EPN est essentielle pour 1m assurer un repliement correct, un transport adéquat jusqu’à la
membrane plasmique et une activité enzymatique normale (Lafrance et coït, 1994).
L’influence des sucres de l’EPN sur son ciblage résulte d’un effet cumulatif de l’ensemble
des sites glycosylés plutôt que de la participation unique d’un site donné. Toutefois,
l’activité catalytique maximale de l’enzyme dépend de la glycosylation de deux sites
seulement: les sites Asn 145 et Asn 629.
L’EPN possède beaucoup de points en commun avec la thermolysine, une enzyme
bactérienne dont le mécanisme d’action est décrit et la structure cristallographique connue
(Coleman et coït, 1972; Holmes et coït, 1982). Les résidus cruciaux pour son activité
enzymatique, que ce soit au niveau de la catalyse ou du maintien de la structure de la
protéine, sont donc identifiés. Par comparaison, certains de ceux-ci sont conservés chez
l’EPN. Ainsi, les études de mutagenèse dirigée visant à déterminer les acides aminés
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Figure 8 Structure tridimensionnelle de 1’EPN
(D’après Oefner et co/L, 2000)
3$
importants pour son activité ont été guidées par les connaissances acquises avec la
thenriolysme.
1.7.1.2 Activité enzymatique et site actif de l’endopeptidase neutre
L’EPN est capable de cliver, in vivo et in viÏro, un grand nombre de pepddes de
nature variée, dont la taille ne peut cependant pas excéder de beaucoup 40 acides aminés,
soit environ 3.5 kDa (voir Tableau III). De façon générale, l’EPN hydrolyse des liens
peptidiques situés du c6té amino-terminal de résidus hydrophobes Çfurner et colt, 1985).
L’EPN accepte spécifiquement des résidus hydrophobes au niveau du sous-site S’1 de son
site actif.
Il est cependant d’intérêt de préciser que bien que l’EPN soit, comme son nom
l’indique, une endopeptidase, elle se comporte plutôt comme une dipeptidyl
carboxvpeptidase avec certains substrats L1orens et colt, 1980; Maifroy et colt, 1982;
Pozsgay et colt, 1986; Hersh et Morihara, 1986). In vivo, elle dégrade plusieurs peptides
bioactifs comme les enképhahnes, la substance P ou l’ANF (atriaï natriuretic factor, ce qui
l’implique dans divers phénomènes physiologiques. Une liste non exhaustive des substrats
de I’EPN est rapportée dans le tableau III.
Les études de Devault et coït (1988) et de LeMoual et coït (1991) ont permis
d’identifier les résidus responsables de la liaison à l’atome de zinc qui, lui, est impliqué dans
les réactions catalytiques de l’EPN. Ainsi, les résidus auxquels il est associé sont
indispensables pour assurer l’activité de l’enzyme.
Il a été démontré que les acides aminés qui lient le zinc sont deux histidines et un
acide glutamique (HEXXH E) ; les bistidines 583 et 587 et l’acide glutamique 646
servent donc de ligands du zinc Devau1t et colt, 1988 ; LeMoual et colt, 1991) (voir Figure 9).
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Tableau HI: Substrats de l’endopeptidase neutre
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Matsas et colt, 1983;
Katayama et colt,
1991)
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78 (Matsas et colt, 1984;
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Peptide 3-Amy1oide l-40/42 DAEFRFIDSGjYEVHHQKLVfF 2.8 (f-42) (Howeil et colt, 1995;
AEDvGSNKGAtIIGtLÏ\WGGVv Takaki et colt, 2000;
Shitotani et colt, 2001;
Iwata et colt, 2000)
OGP ALKRQtGRflLYGfGG n.d. (Frota-Ruchon et colt,
2000)
PTHrP134 AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRRFf n.d. (Frota-Ruchon et colt,
LHHLTAEIHTA 2000)
Ostéostatine TRSAQLDSGVTGSGLEGDHLSDT n.d. (Frota-Ruchon et colt,
STStLELDSR 2000)
Calcitonine CGNLSTCMLGTYTQDfNKtFHTF n.d. (Howefi et colt, 1993)
PQTAIGVGÀP
Œ-CGRP SCNTATCVTHRILAGILLSRSGG 105 tKatayama et colt,
VVKDNFN,TTNVGSEAFNH2 1991; Davies et colt,
1992)
f3-Endorphine YGGFI’vITSEKSQTPLVTLFKNAIIK K, 500 (Hersh, 1984)
NAYKKGE
f3-Lipotroprne 61-69 YGGFMTSEK K19 (Hersh, f984)
NPY \TSKPDNPGEDAPAEDM\RYYSA n.d. (Baraniuk et colt,
LM1YINLITRQRY-NH2 1990)
PYY \TIKPEAPGEDASPEELNtRYYAS n.d. (Medeiros et colt,
LRHYLNLVTRQRY-NH2 1994)
VIP HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKY 15 (Gourlet et colt, 1997)
tLNStILN-NH2
PACAP 127 HSDGIfTDSYSRYRKQrvIA\TKKYt 100-200 (Gourlet et colt, 1997)
LAAt\L-NH2
Interleukine-1 Ç3 17 kDa n.d. (Pierart et colt, 1988)
Gastrine pEGPWLEEEEEAYGWMD F- 33; 57 Deschodt-Lanckman
NH2 et colt, 1988; Pauwels
et colt, 1989)
Oxytocine CYIQNCPtLG-NH2 nU. (Riley et colt, 1995;
Ottlecz, 1991;
Johnson et colt, 1984)
GLP-l 736 EGT1SDtVSSYLEGQAAKE n.d. (Hupc-Sodmann et
tFtIAWLVKGR-NH2 colt, 1995)
Glucagon HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFV n.d. (Hupe-Sodmann et
QWUvfl”JT colt, 1995)
Sécrétine HSDGTFTSELSRLREGARLQRLLQ n.d. (Hupe-Sodmann et
GLV colt, 1995)
Somatostatine AGCKNFfWKTFTSC n.d. (Sakurada et colt,
1990)
Proadrénomédulline (PÀMP) ARLDVASEFRIKKtWNKjWAtL 6.1 (Nagatomo et colt,
SR-CO-NH2 1996)
Gastrin-releasing-peptide GNH\VAVGI-ILMN2 n.d. (Bumett, Turner et
(GRPIO) colt, 198$; Burnett,
Debas et colt, 1988)
Site de coupure
Peptides identifiés comme non substrats de I’EPN : Vasopressine, Interleukme-1f3 (travaux contradictoires,
réf: Kimura et colt, 1991), Interleukine-la, TNF-a, TGf-a, EGF, NGF, IGF, Exendin-4, GIP (gashin
inhi1itoypeptide), NEI (autre peptide présent sur I’ADNc de MCH.
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Figure 9: Modélisation du site actif de l’EPN
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Ces résultats, obtenus par mutagenèse dirigée, concordent avec les observations
réalisées à partir de la cristallisation de l’EPN (Oefner et coÏt, 2000).
Trois résidus ont été identifiés comme étant cruciaux dans la catalyse (Devault et
cott, 198$; Bateman et cott, 1990; Dion et colt, 1993; LeMoual et colt, 1994). Les premiers
résultats ont permis d’établir l’implication de l’acide glutamique 584 dans l’hydrolyse du
substrat via son rôle de polarisateur d’une molécule d’eau (Devault et cott, 1988). Par la
suite, deux études ont permis d’impliquer un résidu histidine dans la catalyse de l’EPN.
L’histidine 711 jouerait un rôle dans la stabilisation de l’intermédiaire tétraédrique de l’état
de transition (Bateman et coït, 1990; Dion et coÏt, 1993). Il semble que l’bistidine 711
interagisse avec plusieurs résidus en plus de l’oxanion pour former un réseau stabilisateur de
ponts hydrogènes. En tout dernier, le groupe de LeMoual et colt (1994) a identifié un
troisième résidu impliqué dans la catalyse de l’EPN. L’acide aspartique 650 serait impliqué
dans une interaction avec l’bistidine 583 qui coordonne l’atome de zinc (LeMoual et colt,
1994). L’ion métallique serait donc précisément positionné dans le site actif, par
l’implication de cette triade catalytique.
Tout dernièrement, le groupe de Oefner et coït (2000) a proposé une deuxième
triade catalytique formée par l’acide aspartique 590 et qui impliquerait cette fois l’hisddine
587 (Oefner et colt, 2000). Ces deux derniers résidus seraient contributoires au maintien de
la structure du site actif de 1’EPN; d’ailleurs, l’alignement des séquences des membres de la
famille de 1’EPN ont permis d’observer la présence d’un résidu conservé équivalant à l’acide
aspartique 590.
Les premières informations recueillies quant à la nature des résidus impliqués dans
la liaison de l’enzyme au substrat révélaient la présence d’arginine(s) dans le site actif de
l’EPN, démontrée à l’aide de réactifs chimiques spécifiques inactivant la peptidase (Jackson
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et Hersh, 1986 ; Maifroy et Schwartz, 1982). La mutagenèse dirigée a permis de constater
que l’arginine 102 est impliquée dans la liaison au substrat (Bateman et coiZ, 1989
Beaumont et coÏt, 1991). L’argrnine 102 interagirait avec le groupement carboxyle libre du
résidu P’2 de certains peptides (i.e. enképhalines); elle serait responsable de l’activité
dipeptidyl carboxypeptidase de l’EPN parfois observée (Liorens et coït, 1980; Maifroy et
Schwartz, 1982; Beaumont et colt, 1991; Pozsgay et coït, 1986; Jackson et Hersh, 1986).
Cependant, Oefner et coït (2000) ont déterminé, par analyse cristallographique de l’EPN,
que l’arginine 102 n’était pas impliquée dans une interaction avec le phosphoramidon, un
inhibiteur de l’EPN (Oefner et coït., 2000). L’hypothèse de l’implication de l’arginine 102
dans la liaison du substrat est donc remise en question.
Dion et coït (1995) ont identifié un acide aminé impliqué dans une interaction avec le
résidu P’, du substrat. Ils ont démontré que l’asparagine 542, située dans une séquence qui
formerait un feuillet f3 retiendrait le substrat dans le site actif, interagissant directement avec
ce dernier (Dion et colt, 1995).
En tout dernier lieu, Marie-Claire et colt (1997) ont suggéré qu’une arginine,
l’arginine 717 serait impliqué dans la liaison au substrat. L’arginine jouerait un r6le dans la
liaison au phosphoraniidon ainsi que dans l’hydrolyse du substrat.
1.7.1.3 Localisation tissulaire
L’EPN est exprimée dans un nombre impressionnant de tissus, sans pour autant
être ubiquitaire. Elle est retrouvée dans le système nerveux central (SNC), les reins, les
intestins, les noeuds lymphatiques, le placenta, les poumons, les testicules, la prostate, les
fibroblastes, les neutrophiles, les chondrocytes du cartilage articulaire, la moelle osseuse, les
os du crâne et de la mandibule, les vertèbres, les glandes salivaires, les glandes exocrines et
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dans une variété de cellules épithéliales et endocrines (Roques et colt, 1993). Les rôles
physiologiques qu’elle exerce à ces divers endroits ne sont pas tous connus.
1.7.1.4 fonctions
Plusieurs travaux ont démontré que l’EPN était impliquée dans la régulation de
l’équilibre hydro-sodé, de la transmission du message nociceptif de l’inflammation, du
transit gastro-intestinal, dans la différenciation et la prolifération cellulaires et, plus
récemment, dans la maladie d’Alzheimer. Ces fonctions sont abordées dans les sous-
sections suivantes.
1.7. 1.4. 1 R4gzttation de ta tension artérielle et de /équiÏibre hydro-sodé
Le tissu dans lequel l’EPN est retrouvée en plus grande quantité est le rein.
Localisée dans la bordure en brosse des cellules épithéliales des tubules proximaux droits et
contournés, c’est à cet endroit que l’EPN est impliquée dans le maintien de l’équilibre
hydro-sodé, où elle dégrade des peptides cruciaux à l’homéostasie de la pression artérielle.
Bien que sa contribution soit moindre, l’EPN située dans les vaisseaux sanguins, les
poumons et le cerveau participe aussi à cet équilibre en hydrolysant les mêmes peptides
l’ANF, les Itinines et l’ET-l mais aussi la substance P et l’angiotensine II (Gros et colt, 1990;
Llorens-Cortez et colt, 1992 ; Boume et Kenny, 1990 ; Soleilliac et colt., 1992 ; Wilkins et t’oit.,
1993 ; Viahovic et Stefanovic, 199$; Corti et coi!., 2001 ; Willdns, 1993; Sonnenberg et coi!.,
1988).
L’ANF, synthétisée et sécrétée par les oreillettes du coeur, et les kinines (telle que la
bradykinine), synthétisées au niveau du tubule distal du rein, possèdent une action
diurétique et natnurétique (Sonnenberg et coït, 1988; Erdôs, 1990; Carretero et Scici,
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1991). Ils sont ainsi capables de faire diminuer la pression artérielle, et cet aspect peut être
exploité afin de traiter l’hypertension. Effectivement, l’inhibition spécifique de l’EPN
protège ces peptides et favorise l’excrétion d’eau et d’électrolytes, ce qui induit un effet
hvpotenseur (Gros et cotL, 1989 ; Richards et cotL, 1991 ; Singer et cotL, 1991 ; Richards et colt.,
1993).
L’endothéline (ET) est, pour sa part, un puissant vasoconstricteur produit et sécrété
par les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins, ainsi que par les cellules médullaires du
tubule collecteur du rein (Kohan, 1991). Dans cet organe, l’ET diminue localement le flot
sanguin, ce qui ralentit la filtration glomémiaire, abaissant ainsi le volume urinaire et faisant
augmenter ta pression artérielle. Ainsi, les concentrations sanguines d’ET et d’ANF doivent
être en équilibre afin d’assurer une tension artérielle normale. L’EPN est la principale
enzyme rénale impliquée dans le maintien de cet équilibre.
L’angiotensine II agit aussi comme vasoconstricteur en favorisant la rétention
hydro-sodée et en induisant une augmentation de la pression sanguine. C’est en hydrolysant
l’angiotensine II que l’EPN joue un rôle d’hypotenseur, empêchant ainsi l’action
vasoconstrictrice.
En dernier lieu, la substance P rel.chée par les neurones sensoriels au niveau des
vaisseaux sanguins, provoque leur vasodilatation, engendrant un effet hypotenseur. Il est
donc logique qu’une modulation des concentrations peptidiques sénques, tissulaires ou
urinaires par l’endopeptidase neutre engendre un changement de la tension artérielle.
Il est intéressant de remarquer que l’EPN semble jouer des rôles paradoxaux dans la
régulation dc la tension artérielle. Elle clive, par exemple, l’angiotensine II, provoquant une
hypotension, ou encore, elle hydrolyse l’ANF, la substance P ou les kinines, empêchant leur
action vasodilatatrice. Malgré ce paradoxe, il semble que l’endopeptidase neutre ait à jouer
46
un rôle plus important dans le catabolisme de peptides hypotensifs, alors que son inhibition
sélective chez l’humain conduit à une légère baisse de tension artérielle chez des patients
normotensifs et hypertensifs essentiels (Roques, 1998). Cette observation est plus notoire
chez les souris déficientes en EPN, où on observe une réduction moyenne de 2O% de la
tension artérielle par rapport aux souris de type sauvage (Lu et coïL, 1997). Le système reste
néanmoins complexe, et la modulation de tous les éléments impliqués amène un lot de
questions encore sans réponses.
7.7. 7.4.2 Modulation de taperception de ta douteur
L’EPN retrouvée dans le cerveau, particulièrement abondante dans le plexus
choroïde, la substance noire, le putamen caudé, le globus paffidus et le tubercule olfactif, est
localisée à la membrane synaptique des neurones et, bien qu’en plus faible quantité, à la
membrane plasmique des oligodendrncytes et astrocytes (Llorens et cotL, 1982 ; Matsas et
coïL, 1986 ; Walksman et cotL, 1986 ; Pollard et coïL, 1987, 1989 ; Liorens-Cortes et cott, 1986;
Back et Gorenstein, 1989; Wilcox et coÏt, 1989; Gaudoux et coït, 1993). Elle est présente
dans les centres nerveux qui contrôlent la perception de la douleur, où elle se situe dans les
mêmes régions que les enképhalines (Pollard et colt., 1989) et/ou leurs récepteurs (les
récepteurs opioïdes i et ) (Walksman et coÏt, 1986 et 1987). Ces peptides ont la capacité
d’engendrer un effet anti-nociceptif analogue à celui de la morphine et ils sont de bons
substrats de Ï’EPN. Celle-ci peut aussi moduler l’intensité et la durée de l’effet analgésique
dont ces peptides sont responsables. Toutefois, une autre enzyme, l’aminopeptidase N
(APN), contribue à la dégradation des enképhalines et, donc, à la régulation de leur activité
biologique (Hambrook et cott, 1976; Vogel et Aistein, 1979; De La Baume et colt, 1983).
L’inhibition simultanée de l’EPN et de l’APN fait augmenter de façon significative la demi-
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vie des enképhalines endogènes libérées dans l’espace extracellulaire, ce qm induit un effet
anti-douleur (Bourgoin e. coÏt, 1986 ; Uorens-Cortes et coït, 1986). Par conséquent, l’emploi
d’inhibiteurs mixtes de l’EPN et de 1’ANP est la base d’une stratégie menant
l’élaboration d’agents analgésiques. En ce sens, il semble que ces inhibiteurs n’auraient pas
l’inconvénient de créer de dépendances physique et psychologique comme le fait la
morphine (Noble et colt., 1992 et 1993).
D’un autre côté, l’EPN retrouvée dans E substance noire du cerveau est localisée
dans les mêmes régions que la substance P (Bames et colt, 1993), un autre
neurotransmetteur impliqué dans le contrôle de la perception de la douleur (Oblin et colt,
1989). Il a été démontré, in vitro, que la substance P est clivée par l’EPN (Matsas et colt,
1983, 1984). Cependant, malgré certains indices suggérant que la substance P est
effectivement un substrat de l’EPN dans le cerveau, cette hypothèse n’a pas encore été
clairement validée (Mauborgne et colt, 1987).
7.7.1.4.3 Modulation de l’inflammation
L’association de l’endopeptidase neutre avec certains processus inflammatoires a été
révélée et démontrée par une panoplie d’études indépendantes (Koehne et colt, 1998;
Nadel, 1990; Nadel, 1991, Nadel, 1992; Kirkwood et colt., 2001). L’EPN intervient
notamment dans la régulation de l’inflammation des voies respiratoires (pouvant être causée
par de nombreux facteurs) de même que dans la modulation du choc septique.
Du moment qu’ils sont stimulés par des éléments chimiques ou électriques, les
neurones sensoriels des voies respiratoires peuvent initier d’importantes réactions
inflammatoires locales en sécrétant des tachykinines (famille de neuropeptides laquelle
appartient la substance P) (Borson, 1991 ; Nadel, 1992). Un large éventail de cellules des
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voies respiratoires (épithélium, muscles lisses, glandes, vaisseaux sanguins et neurones)
expriment 1’EPN et cette dernière peut dégrader ces peptides, notamment la substance P
(Borson e. colt., 1989), permettant une modulation de l’intensité et de la durée de
l’inflammation neurogénique. L’inflammation neurogénique est une caractéristique
commune à certaines conditions pathologiques respiratoires, entraînant une réaction
inflammatoire exagérée dans les cas de crises d’asthme, d’infections virales, de bronchites
ou de fibrose kystique. La potentialisaflon de l’activité de l’EPN pourrait avoir un effet
bénéfique (Borson et colt, 1991). De cette façon, la prise exogêne d’EPN, ou une
stimulation de son expression, pourrait contribuer au traitement de ces maladies.
Il a été démontré que certains produits chimiques ainsi que certaines infections
virales peuvent diminuer l’activité de l’EPN dans les voies respiratoires, ayant comme
conséquence la toux, mais aussi des sécrétions anormales, une perméabilité vasculaire
augmentée et une bronchoconstriction (Borson et t’oIt., 1989). Un des effets de la fumée de
cigarette est une régulation à la baisse de 1’EPN. Comme cette dernière hydrolyse en temps
normal les peptides bombesin-like, une accumulation de ces peptides provoque la toux
observée chez les fumeurs (Borson et colt, 1989).
Aussi, l’EPN peut réguler l’inflammation des voies respiratoires causée par infection
bactérienne en exerçant son activité à un niveau supplémentaire. En effet, ces bactéries
produisent et relâchent des peptides qui se lient à des récepteurs situés à la surface des
neutrophiles, ce qui mène à la libération de molécules chimioattractives provoquant une
réponse inflammatoire. Ces peptides, comme le N-formyl-méthionyl-leucyl-phénylalanine,
peuvent être inactivés par l’EPN, qui est également localisée à la surface des neutrophiles
(Connelly et colt, 1985 ; Painter et colt, 1988). L’EPN pourrait ainsi moduler la chimiotaxie,
C donc l’intensité de l’inflammation.
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Pour conclure, la participation de l’EPN au contr1e du choc septique, ou choc aux
endotoxines, a également été démontrée. L’enzyme module encore une fois l’intensité de la
réponse inflammatoire, l’empêchant de prendre des allures disproportionnées. On
remarque chez les souris dont le gène de l’EPN a été inactivé, que la sensibilité aux
endotoxines est décuplée, et qu’elles sont 100 fois plus susceptibles de mourir que des
souris de type sauvage (Lu et coÏt, 1995 ; Lu et colt, 1996). 11 reste cependant à élucider le
mécanisme impliquant cette peptidase et ses substrats dans la protection aux chocs
septiques.
1.7. 1.4.4 Dzgestion et regu/ation du transit gastro-intestinat
L’EPN, présente dans l’intestin au niveau des cellules de l’épithélium, des muscles
lisses et de la sous-muqueuse, présente une activité intéressante. D’une part, l’enzyme des
cellules épithéliales participe à la digestion de pepddes du bol alimentaire et favorise leur
absorption par le tractus gastro-intestinal. D’autre part, l’EPN musculaire intervient dans le
transit gastro-intestinal et influence la concentration de neuropeptides tels que la substance
P (Nau et coÏt, 1985 ; Marçais-Collado et coÏt, 1987). Cette dernière favorisant la contraction
du muscle lisse, il serait logique de considérer l’EPN des cellules musculaires et des
neurones corm-ne un candidat impliqué dans le contrôle du péristaldsme en inactivant la
substance P Matsas et colt, 1983 ; Burnett et coÏt, 1985 ; Burnett, Turner et colt, 1988
Burnett, Debas et coÏt., 1988).
Enfin, l’EPN localisée dans les neurones myenténques et entériques de la sous-
muqueuse dégraderait les enképhallnes, mais l’action de l’enzyme à cet endroit aurait un
effet contraire à celui qu’elle provoque dans la couche musculaire (Marçais-Collado et coït,
1987). Les enképhalines ont la capacité de diminuer le mouvement gastro-intestinal en
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agissant sur le transport des ions et des fluides à travers la membrane cellulaire de la
muqueuse intestinale (Schang et colt, 1986 ; Coupar, 1987). L’effet antidiarrhéique causé par
des inhibiteurs tels que le thiorphan et l’acétorphan permet de penser que l’action
peptidasique de 1’EPN sur les enképhalines serait prédominante. Cette observation rend ces
inhibiteurs attirants; ils pourraient, en effet, être utilisés comme agents pharmacologiques
pour contrer ce problème.
7.7. 7.4.5 Dffln’nczatton etpro%/ération cellulaires
L’EPN pourrait jouer un rôle dans les processus de différenciation et de
prolifération cellulaires de plusieurs tissus. Elle serait entre autres impliquée dans la
modulation de la réponse proliféranve des cellules à des facteurs mitogènes, comme la
bombésine et des peptides qui lui sont apparentés (bombesin-likepeptides, BLP). Par exemple,
la croissance de l’épithélium pulmonaire foetal est en partie stimulée par des BLP, qui
peuvent être clivés par l’EPN (Sunday et colt, 1992 ; King et colt, 1993). Il a aussi été
démontré que l’épithélium pulmonaire en développement et certains types de carcinomes
pulmonaires présentent une faible quantité d’EPN (Ganju et colt, 1994; Cohen et colt, 1996;
Yamazald et colt, 2001). Ainsi, l’EPN contribuerait à protéger les cellules d’une stimulation
trop importante par des peptides mitogènes pouvant mener à une prolifération exagérée.
D’ailleurs, cet effet protecteur aurait aussi lieu dans d’autres tissus, car il a été montré que la
perte d’EPN observée dans les cancers de la prostate indépendants des androgènes
favoriserait la croissance des tumeurs ÇPapandreou et colt, 1998; Cohen et colt, 1996;
freedland et colt, 2003). De plus, des travaux ont également prouvé que l’EPN modulait la
réponse proliférative à la bombésine de certaines lignées de cellules de cancer du sein
(Bums et colt, 1999). Pour reprendre un exemple cité plus tôt, la fumée de cigarette
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contribuerait à augmenter les risques de développement de carcinomes pulmonaires en
régulant à la baisse l’expression de I’EPN pulmonaire, ce qui augmente directement l’activité
BLP.
Il semble que l’action protectrice conférée à l’EPN ne soit pas seulement d’ordre
peptidasique. Il a été démontré qu’une forme inactive de l’EPN est capable d’inhiber
partiellement la migration cellulaire, suggérant un rôle à un tout autre niveau, indépendant
de la dégradation de substrats (Sumitomo et coït, 2000; Shen et coït, 2002). L’EPN pourrait
jouer ce rôle par une association avec la Lyn kinase phosphorylée, permettant de former un
complexe avec la PI-3 kinase. L’EPN agirait coumie inhibiteur compétitif de la liaison de la
PI-3 kinase avec FAK (/bcaï adhesion kinase) aux points de contacts focaux, impliqués dans la
migration cellulaire (Sumimoto et coït, 2000; Ganju etcoll, 1996).
Dans un autre ordre d’idées, l’EPN se présente à la surface des précurseurs des
lymphocytes B phénotypiquement normaux alors qu’elle n’est retrouvée qu’en très faible
quantité sur les cellules B et T matures (Beaumont et coït, 1989 ; Mati et coït, 1992 ; Mari et
coït, 1994; Guerin et coït, 1997). Ces observations suggèrent que l’EPN régulerait
l’activation de la différenciation et de la maturation des lymphocytes en contrôlant un signal
peptidique important pour ces processus (Le Bien et McCormack, 1989). Ce signal reste
cependant à identifier.
7.7.7.4.6 L EPN et ïa rnaïadie dAïheirner
La maladie d’Alzheimer se caractérise par une cascade d’événements, l’un d’entre
eux étant l’accumulation du pepdde Amyloïde bêta (Af3), prenant la forme de plaques
séniles au niveau du cerveau (Octave, 1995 ; Gandy et Petanceska, 2001). Le peptide AE3 est
un peptide produit de façon constitutive et métabolisé en conditions normales: sa fonction
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physiologique reste cependant encore nébuleuse. On ne retrouve pas seulement cette
accumulation chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer; plus de la moitié des
personnes d’au-dessus de soixante-dix ans montre en fait cette accumulation d’ Af3, faisant
de celle-ci un facteur de la maladie d’Alzheimer, mais aussi une caractéristique reliée au
vieillissement (Yamada et col!., 1987).
Or, des études récentes démontrent que l’EPN est un candidat intéressant dans la
modulation de l’accumulation de plaques séniles, étant donné que le peptide amyloïde-[3147
serait principalement métabolisé par l’EPN (Iwata et cotL, 2000). De plus, l’utilisation
chronique de thiorphan et de phosphoramidon, des inhibiteurs de l’EPN, provoque
l’accumulation de ce peptide endogène. De toutes les enzymes sensibles à ces inhibiteurs,
1’EPN est la plus efficace à dégrader le peptide amyloïde-3142, affichant un Km de 2,5 iM
(Takaki et cotL, 2000 ; Shirotani et cott, 2001).
Il est bon de noter que l’expression de l’EPN semble diminuer avec le temps, et ce,
dans des régions correspondant aux zones cérébrales où la pathologie de la maladie
d’Alzlieimer est observable (Iwata et col!., 2002; Carpentier et coi’/, 2002). Cette corrélation
donne un poids important à la thèse de l’implication de 1’EPN dans la digestion des
peptides A, rendant cette peptidase responsable, du moins en partie, de l’accumulation de
plaques séniles lorsque son activité diminue. Cette découverte fait de l’EPN une cible
pharmacologique extrêmement intéressante dans le traitement de cette maladie
neurodégénérative.
1.7.2 Les enzymes de conversion de I’endothéline (ECE)
L’existence d’une protéine capable de convertir spécifiquement la big-endothéline-1
en endothéline mature a été proposée au moment du clonage de l’endothéline-l (ET-l) de
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porc (Yanagisawa et coït, 1988). En effet, ce puissant peptide vasoconstricteur de 21 acides
aminés est initialement synthétisé sous forme de préproendothéline, laquelle est clivée en
big-endothéline par la furine ÇLaporte et colt, 1993 ; Denault et colt, 1995 ; Kido et cott, 1997).
La maturation en ET-1 requérait donc l’action d’une autre peptidase appelée Endothelin
converting enjrne (ECE) (pour revue voir Turner et Tanzawa, 1997; Ortega Mateo et De
Artinano, 1997). L’activité vasoconstrictrice des endothélines est impliquée dans diverses
physiopathologies cardiovasculaires, allant de l’hypertension à l’insuffisance cardiaque.
Trois formes de l’ECE ont été identifiés: ECE-1, ECE-2 et ECE-3 (Xu et colt,
1997; Scbmidt et colt, 1994; Sbimada et colt, 1994; Ikara et colt, 1994; Emoto et
Yanagisawa, 1995 ; Hasegawa et colt, 1998). Seules les structures de ECE-1 et ECE-2 sont
connues. Ces métallopeptidases à zinc ont des similarités de séquences importantes avec
l’EPN (Valdenaire et coït, 1995). Ce sont des protéines membranaires de type II qui
possèdent un court domaine cytosolique, un segment hydrophobe transmembranaire, et un
grand ectodomaine dans lequel on retrouve la séquence consensus du site de liaison au
zinc: HEXXH.
On les retrouve dans de nombreux tissus, mais la conversion de la big-endothéline
en endothéline mature se fait principalement dans les cellules endothéliales. C’est
certainement le cas de l’endothéline-l. Chacune de ces protéines possède une distribution
tissulaire et cellulaire caractéristique et une activité enzymatique différente permettant une
spécialisation fonctionnelle. Les deux premières ECE ont été clonées, alors que la troisième
n’a été qu’identifiée à partir de son activité dans des microsomes d’iris bovin, sans avoir été
clonée (Hasegawa et colt, 1998).
Les ECE hydrolysent préférentiellement les liens peptidiques contenant un résidu
hydrophobe en position P’1 et possèdent une activité dipeptidyl carboxypeptidase sur
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certains substrats Gohnson et colt., 2002). La poche du site actif de ECE-1 serait plus
profonde que celle retrouvée chez l’EPN (But et colt, 2001). Toutefois, l’activité
enzymatique de ECE-1, in vitro, s’étend sur un spectre beaucoup plus restreint que I’EPN.
A titre d’exemple, ECE-1 possède très peu d’affinité pour les substrats composés de moins
de six acides aminés tels les enképhahnes (Johnson et colt, 1999).
1.7.2.1 ECE-1
Une première ECE (ECE-1) fut purifiée à partir d’une préparation de microsomes
de poumons de rats par l’équipe de Takahashi (1993), en raison de sa capacité à cliver un
précurseur inactif de l’ET (la préE’T) en ET mature, un des plus puissants vasoconstricteurs
connus à ce jour. Le clonage de son ADNc à partir d’ARNm bovin en 1994 par Xu et col! a
permis de relever une importante similitude de séquence entre I’ECE-l et l’EPN. Quatre
isoformes de l’ECE-l humaine ont été décrites à ce jour: ECE-la et ECE-lb (Valdenaire et
col!, 1995) (aussi nommées ECE-1f3 et ECE-la respectivement (Shimada et col!, 1995)),
ECE-ic (Schweizer et col!, 1997) et ECE-ld (lougard et Michel, 1999). Ces quatre
isoformes sont encodées par le même gène via quatre promoteurs différents (Orzeciowski
et col!, 1997; Valdenaire et col!, 1999) et ne diffèrent que par la séquence de leur domaine N-
terminal cytosolique (Shimada et colt, 1995).
Les quatre isoformes de l’ECE-l ont une distribution tissulaire variable d’une forme
à l’autre. De plus, la localisation intracellulaire de ces quatre protéines varie (Schweizer et
colt, 1997). ECE-la est principalement exprimée à la surface cellulaire alors que ECE-lb
est présente dans des vésicules intracellulaires, soient les endosomes tardifs et corps
vésiculaires (Schweizer et col!, 1997 ; Azarani et colt 1998 ; Mufler et colt, 2003). ECE-Ic, qui
correspond à ECE-lb amputée de ses 17 premiers acides aminés, est majoritairement
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présente à la surface cellulaire, mais aussi, de façon minoritaire, dans des compartiments
intracellulaires. On en trouve de faibles quantités dans les mêmes structures intracellulaires
que ECE-lb (Schweizer et coÏt, 1997). Ces observations ont été faites dans les cellules
CR0, dans la lignée de cellules endothéliales ECV3O4, ou encore dans la lignée de cellules
épithéliales polarisées MDCK. En dernier lieu, ECE-ld est présente à la fois au niveau des
endosomes et à la membrane plasmique (Muller et colL, 2003). Ces localisations sous-
cellulaires sont néanmoins dépendantes du type cellulaire étudié Çfurner et coït, 199$). Un
motif dileucine d’intemalisation endosomiale, retrouvé dans les 17 premiers acides aminés
de ECE-lb, semble responsable de sa localisation intracellulaire et explique que ECE-Ic se
retrouve à la surface cellulaire (Cailler et cott, 1999). Emoto a démontré que ECE-1
possédait un signal de localisation lysosomiale dans sa queue cytoplasmique, mais sa
fonctionnalité reste à démontrer (Emoto et coït, 1999).
La structure primaire de l’ECE-l rapportée par Xu et cott (1994) a révélé qu’elle était
identique à 37% à l’EPN en acides aminés. Tous les acides aminés importants pour
l’activité enzymatique identifiés chez 1’EPN, excepté l’arginine 102, sont retrouvés dans
l’ECE-l. Tel que pour 1’EPN, son pH optimal d’activité enzymatique est neutre (Shimada
et coït, 1996; Sansom et coït, 1998). En outre, elle contient quatre cystéines qu’on ne
retrouve pas chez l’EPN. Un de ces résidus est impliqué dans la formation d’un pont
disulfure entre molécules d’ECE-l. En effet, l’ECE-l existe sous forme d’homodimère
covalent, et bien que cette forme soit préférable pour assurer son activité enzymatique, elle
ne semble pas essentielle (Schmidt et coït, 1994; Shimada et coït, 1996). Une étude suggère
que la localisation intracellulaire de ECE-lb permettrait une régulation de la localisation et
de l’activité des autres isoformes (Muller et coït, 2003). Il appert que les isoformes de
() ECE-1 peuvent former des hétérodimères et que les hétérodimères formés entre ECE-la et
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ECE-lb se retrouvent dans un compartiment mtracellulaire, diminuant ainsi l’activité de
ECE-la. Tous les sites de glycosyladon de 1’EPN sont conservés chez l’ECE-l, mais peu
d’études ont été réalisées sur cet aspect des ECE. Il a toutefois été rapporté que les
asparagines 632 et 651 (de l’isoforme lb) sont importantes pour l’expression d’une ECE-l
fonctionnelle (Nelbroeck et colt, 1998).
Il y a encore peu de temps, les big-ET étaient les seuls substrats connus des ECE.
Toutefois, Hoang et colt ont rapporté en 1997 que l’ECE-l pouvait dégrader la bradyldnine,
in vitiv. De surcroft, très récemment, des travaux exécutés par Johnson et cott (1999) ont
révélé que 1’ECE-l était capable d’hydrolyser, in vitro, plusieurs pepudes de nature variée,
con-uTie la calcitonine, l’ANF et la chaîne B de l’insuline oxydée, l’angiotensine I, la
bradykinine, la neurotensine et la substance P.
ECE-1 est retrouvée dans les cellules endothéliales d’aorte, de poumons, de reins, de foie,
de coeur et dans certaines cellules sécrétrices telles des lots pancréatiques. Elle est
également exprimée dans les testicules (dans les cellules interstitielles uniquement) ainsi que
dans le cerveau, au niveau de l’hippocampe. Elle serait en plus exprimée dans le placenta et
dans les ovaires (Turner, 1997). Néanmoins, par son action sur les ET, elle serait aussi
impliquée de manière importante dans le développement. En effet, des souris dont le gène
ECE-1 à été inactivé meurent in utero ou meurent peu de temps après la naissance
(Yanagisawa et colt, 199$). Ces souris ECE-1
-/- présentent des phénotypes similaires à
ceux des souris déficientes en endothélines ou, encore, déficientes en récepteurs
d’endothélines (Yanagisawa, Hammer et coÏt, 1998; Yanagisawa, Yanagisawa et colt, 1998;
Kurihara et colt, 1994; Kurihara et colt, 1995 ; Clouthier et colt, 1998 ; Hosoda et colt, 1994).
Ces souris présentent des malformations craniofaciales et cardiaques (Yanagisawa,
Yanagisawa et colt, 1998), une absence de mélanocytes de l’épiderme et de neurones
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entériques de l’intestin distal, comme c’est le cas des souris déficientes en ET-3 (Hosoda et
coït., 1994). ECE-1 contribue aussi à l’étiologie de quelques cas de syndrome de Hirschpi7fng
(HirscI3pntig disease) (Hofstra et cotL, 1999).
Tableau W: Substrats de ECE-1
Substrats Sites de Km Références
civage/séquence (jiM)
Big endothéhne-1 CSCSSLMDKECV\TCI-lLDIIWVNTPE 2’ (Shimada et colt, 1994)
FWVPYGLGSPRS
Big endothéhne-2 CSCSSWLDKECVYFCFILDITWVNTPE nd.’ (Shimada et colt, 1994)
QTAPVGLGNPP
Big endothéline-3 CTCF1YKDKECVYYCHLDIIWINTPE n.d.’ (Shimada et colt, 1994)
QTVPYGSNYRGSFR
Angiotensine I DRVYIHPFl- 2500 Qohnson et colt, 1999)
Bradykinine RPPGFSPFR 340 Oohnson et colt, 1999;
Hoang et Turner, 1997)
Neurotensine pELIYENKPRRPIYIL 78 Qohoson et colt, 1999)
Substance P RPKPQQZfIFGtLM-NH2 90 Qohnson et colt, 1999)
Chaîne J3 oxydée de n.d. Qohnson et colt, 1999)
l’insuline RGFFYTPKA
Calcitonine CGNLSTCMLGfl’TQDFNKFHTFPQT n.d. Uohnson et colt, 1999)
AIGVGAP
XNP SLRRSSCFGGRI’tMGAQSGLGCNSFR > 500 Qohnson et colt, 1999)
Y
Pepfide amyloïde 3 1-12 DAEFRSGYEVHHQKLtVFtFAED Krni/K,,, (Eckman et colt, 2001)
VGSNKGAIIGLMVGGVV ET-1
Site de coupure
1 L’efficacité de clivage 4: 2: 1 pour BigET-1 : BigET-2 BigET-3
1.7.2.2 ECE-2
L’ADNc bovin d’une autre enzyme pouvant convertir la préET en ET (ECE-2) fut
cloné par Emoto et colt (1995). L’ECE-2 est une protéine de 787 acides aminés identiques à
Q 59% à l’ECE-l et à 37% à l’EPN (Emoto et coït, 1995). Bien qu’elle contienne, comme
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l’ECE-I, tous les acides aminés impliqués dans la catalyse enzymatique reconnus chez
1’EPN, elle possède également des déterminants moléculaires qui lui sont propres et qui
permettent la catalyse avec un pH optimal acide (pH 5.5) plutôt que neutre. D’ailleurs,
1’ECE-2 se situerait uniquement dans un compartiment intracellulaire (réseau trans-Golgi ou
compartiment en aval dans la voie de sécrétion) et non à la surface cellulaire, ce qui pourrait
expliquer cette différence au niveau du pH optimal (Emoto et cotL, 1995). D’autre part, les
cystéines situées sur le domaine extracellulaire de l’ECE-2 sont toutes retrouvées chez
l’ECE-l, incluant un résidu correspondant à celui qui permet la formation d’un
homodit-nère covalent. Ceci suggère que l’ECE-2 pourrait aussi exister sous forme
dimérique, ce qui n’a par contre pas encore été vérifié.
L’ARNm de ECE-2 est beaucoup moins abondant que celui de ECE-1, mis à part
dans certains tissus neuronaux (Emoto et Yanagisawa, 1995 ; Ikeda et coïL, 1999). À l’image
de ECE-1, ECE-2 possède aussi quatre isoformes: ECE-2a-1, ECE-2a-2, ECE-2b-1 et
ECE-2b-2 (Eorenzo et colt., 2001, Ikeda et colt., 1999). On remarque le même phénomène
que pour ECE-l, à savoir que ces isoformes diffèrent au niveau de leur extrémité N-
terminale et possèdent des distributions tissulaires distinctes. Le tableau suivant montre les
substrats de ECE-2 connus (Tableau V).
Enfin, les souris déficientes en ECE-2 sont viables, n’affichent aucun phénotype
apparent et possèdent une longévité comparable aux souris de type sauvage (Yanagisawa et
cot/, 2000).
1.7.2.3 ECE-3
Enfin, la purification à partir d’iris de boeuf d’une autre ECE (ECE-3), dont l’ADNc
n’a cependant pas encore été cloné, fut rapportée en 199$ (Hasegawa et coIL, 199$).
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L’activité de cette dernière a pu être inhibée par le phosphoramidon, ce qui suggère qu’elle
serait aussi un membre de la famille de l’EPN.
Tableau V: Substrats de ECE-2
Substrats Sites de civage/séquence Km Références
QiM)
Big endothéhne-1 CSCSSLMDKECVYFCI-ILDIIWtVNTPEH n.d. Q\Izhavia et coil., 2003)
VVPYGLGSPRS
Bradykinine RPPGfSPZFR n.d. (Mzhavia et colt, 2003)
Angiotensine I DRVYIHPtFFIL n.d. (Mzhavia et colt, 2003)
Bradykinine RPPGFSPtFR n.d. Mzhavia et colt, 2003)
Neurotensine pELtYENKPRRPtYtIL n.d. (Ivlzhavia et colt, 2003)
Substance P RPKPQQFFGtLM-NH2 n.d. (Mzhavia et colt, 2003)
BAM-1 $P YGGFIvRVGRPEWWÏTQ n.d. tMzhavia et coil., 2003)
Dynorpbine B YGGFLRRQtFKtVVT n.d. (Mzhavia et colt, 2003)
Litde Pen-Len ADQDLGPEvPPEN\LGAtLT4RVKRL n.d. (Mzhavia et toIt, 2003)
ENSSPQAPA
Site de coupure
1.7.2.4 Caractéristiques enzymatiques des ECE
Les ECE ont été identifiées en raison de leur capacité à cliver spécifiquement, in vitro
et in vivo, la préET en ET. Il existe en fait trois peptides reliés, groupés sous le nom d’ET:
ET-1, ET-2 et ET-3. Toutes les ECE ne se comportent pas de la même façon envers leurs
précurseurs. Il a été rapporté que 1’ECE-l humaine les clive selon l’efficacité suivante
(Schrnidt et coIL, 1994) : préET-1 » préET-2 > préET-3, alors que l’ECE-l bovine se
montre plus efficace dans cet ordre (Xu et cotL, 1994): préET-1 » préET-3 > préET-2.
Malgré le comportement opposé de l’ECE-l humaine et de l’ECE-l bovine envers la
préET-2 et la préET-3, il est clair que la préET-1 est le meilleur substrat de l’ECE-l.
L’ECE-2 coupe aussi préférentiellement la préET-1, et ne semble pas mieux agix sur la
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préET-2 que la préET-3 (Emoto et coït, 1995). Cependant, l’ECE-3 est très spécifique à la
préET-3, ne clivant que faiblement les deux autres précurseurs (Hasegawa et cotï., 199$).
Tel qu’abordé plus tôt, l’ET est l’un des plus puissants vasoconstricteurs connus et
les ECE participent à sa formation. Elles constituent par conséquent des cibles
thérapeutiques intéressantes pour le traitement de problèmes cardio-vasculaires. La
recherche et le développement d’inhibiteurs des ECE ont donc été rapidement mis en
branle, sans pour autant arriver à synthétiser un inhibiteur efficace des ECE qui n’inhibe pas
l’EPN. En général, les inhibiteurs synthétiques de l’ECE-l ont même tendance à mieux
inhiber l’EPN. A titre d’exemple, un des plus puissants inhibiteurs synthétiques non
peptidiques de l’ECE-l, le CGS 26303, est 20 fois plus efficace avec l’EPN (De Lombaert et
coït, 1994 ; Tumer, 1997). Néanmoins, un composé naturel sécrété par Sacchaivthrix inhibe
ECE-f avec une efficacité supérieure de 30 fois à celle avec laquelle il inhibe l’EPN
(Isunimi et coït, 1995). Malgré tout, l’usage d’inhibiteurs mixtes de l’ECE et de 1’EPN est
une avenue intéressante à suivre pour traiter l’hypertension en prévenant la formation d’ET
et en prolongeant l’action de 1’ANf.
1.7.3 Le complexe antigénique Keil des éiythrocytes
Le système de groupe sanguin Keil est basé sur un complexe antigénique retrouvé à
la surface des érythrocytes humains. Les quelque 20 antigènes composant ce système
appartiennent à une glycoprotérne membranaire, la protéine Keil Qvlarsh, 1992; Redman et
Lee, 1995). En présence d’incompatibilité de l’antigène, Keil revêt une importance clinique,
causant des réactions hémolytiques sévères lors de transfusions sanguines et causant
également l’érythroblastose chez le nouveau-né. Le clonage de l’ADNc de Keil, effectué en
1991, révéla une similarité évidente à l’endopeptidase neutre (Lee et coït, 1991).
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Keil est une protéine de 732 acides aminés dont 25% des résidus sont identiques à
ceux de l’EPN. Elle est ainsi le membre de la famille le plus distant de 1’EPN. Des
équivalents des acides aminés importants pour l’activité enzymatique de type endopeptidase
neutre sont retrouvés chez Keli, à l’exception de l’arginine 102. En raison de l’absence
d’équivalent de ce résidu, Keil ne posséderait pas d’activité dipeptidyl carboxypeptidase,
comme PHEX (revues par Marsh, 1992 ; Redman et Lee, 1995 ; Turner et Tanzawa, 1997).
Cependant, Keil et l’EPN semblent utiliser des résidus différents pour la liaison au substrat.
De plus, la substitution par mutagenèse dirigée de certains résidus du site actif de Keil et de
l’EPN n’affecte pas l’activité des deux enzymes de la même façon, laissant croire que le site
actif de Keil serait plus flexible et permissif que celui de l’EPN quant à la composition des
résidus admis dans cette poche catalytique (Lee et coït, 2003). Keil possède 6 sites potentiels
de N-glycosylation et 15 cystéines dans son ectodomaine (10 étant conservées avec celles de
l’EPN). Sa queue intracellulaire, composée de 47 acides aminés, est ancrée au cytosquelette.
Une des grandes particularités de Keil repose sur sa capacité à former un hétérodimère avec
une protéine à dix passages transmembranaires, la protéine XK. Des études de mutagenèse
prouvent qu’un pont disulfure permet une liaison covalente entre la cystéine 72 de Keil et la
cystéine 347 de XK (Russo e. coït, 1998). Cette association reste néanmoins dépourvue de
rôle physiologique connu, mais des études d’immunoprécipitation ont permis la détection
du complexe dans au moins deux tissus, soient le muscle squelettique et les érythrocytes
ung et coil, 2001). On ne peut qu’extrapoler sur la possibilité que cette association s’étende
à d’autres tissus.
Tel que mentionné au début de la section sur cette protéine, Keil est un antigène
localisé à la surface des éryffirocytes. Son transcrit est par contre présent dans la moelle
cE osseuse et dans le foie foetal et il est probable qu’il ne soit exprimé que dans les tissus
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érythroïdes (Lee et cott, 1993). Cependant, FARNm de Keil a récemment été détecté dans
d’autres tissus, notamment le cerveau, le coeur, la moelle épinière, le foie, le rein, les
intestins, l’estomac, le muscle squelettique, le pancréas, le thymus, la glande thyroïde, la
vessie, la prostate, le testicule, l’utérus, la glande mammaire, les ovaires et autres moindre
degré (Russo et coït, 2000).
La protéine Keil ne semble pas posséder de fonction biologique indispensable car
des individus chez qui elle n’est pas exprimée ne présentent aucun phénotype évident
(Marsh, 1992; Redman et Lee, 1995). À l’opposé, les individus déficients en protéine XK
souffrent du syndrome de Mcleod, caractérisé entre autres par une morphologie atypique
des érythrocytes, par une dystrophie musculaire tardive, ainsi que des problèmes d’ordre
neurologique (Danek et coït, 2001). Cette observation laisse croire que la protéine XK aurait
certaines fonctions physiologiques nécessairement distinctes de son association Keil.
De nombreux essais ont été effectués afin d’évaluer l’activité enzymatique de Keil
avec des peptides synthétiques et naturels qui sont des substrats de l’EPN. Cependant, Kell
n’a pu hydrolyser aucune des molécules testées (revues par Marsh, 1992 ; Redman et Lee,
1995 ; Turner et Tanzawa, 1997). Par contre, Lee et coit (1999) ont démontré que l’enzyme
pouvait hydrolyser la Big endoffiéline 3 (BigET-3) entre les résidus Trp 21-11e 22, résultant
en endothéhne-3. L’activité de Keil est maximale dans un environnement légèrement acide
(pH 6 à 6.5). Keil peut aussi cliver la BigET-1 et 2 (générant ET-1 et ET-2,
respectivement), mais avec une efficacité réduite. D’ailleurs, la formation d’hétérodimère
XK-Kell n’affecte en rien l’activité enzymatique, tel qu’observé lors de l’hydrolyse in vitro de
la BigET-3. Il est à noter que la pertinence physiologique de l’hydrolyse des Big ET par
Keil reste à être démontrée.
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1.7.4 PHEX
Le gène PHEX P/oiphate regzttatin,g gene with homologies to çndoptidases on Hie
chîvmosome), préalablement appelé PEX, fut identifié lors de la recherche du (des) gène(s)
responsable(s) d’un type d’hypophospliatémie héréditaire, le rachitisme
hypophosphatémique familial lié au chromosome X (XLH). XLH est une maladie à
caractère dominant et s’affiche comme étant la forme la plus commune de rachitisme
familial, démontrant une incidence d’un cas pour 20 000 naissances. Cette maladie est
caractérisée par la diminution de la réabsorption du phosphate au niveau du rein et par un
dérèglement du métabolisme de la vitamine D. Les manifestations cliniques les plus
évidentes sont un retard de croissance, une petite stature, du rachitisme, des abcès au niveau
des dents et une difformité des membres inférieurs. Plus de 157 mutations dans le gène
PHEX sont répertoriées comme causant le XLH (www.phexdb.mcgffl.ca).
Le gène isolé par clonage positionnel et une séquence partielle de la protéine qu’il
encode ont révélé une similitude évidente avec l’EPN (Vie RYF Consortium, 1995). L’ADNc
de PHEX de souris a d’abord été cloné en 1996 (Du et coi’L, 1996), celui de l’humain a
ensuite été caractérisé (Gtieff et cotL, 1997 ; Lipman et coïL, 199$). PHEX est une protéine
de 749 acides aminés dont la structure primaire présente une identité de 34% à celle de
l’EPN. Les équivalents de tous les acides aminés importants pour l’activité enzymatique
identifiés chez l’EPN sont retrouvés dans la séquence de PHEX, sauf I’arginine 102,
suggérant que cette dernière fonctionne uniquement en tant qu’endopeptidase (Lipman et
coïL, 199$). PHEX possède 9 sites potentiels de N-glycosylation et après maturation, la
protéine se présente sous une forme de 100-105 kDa (Sabbagh et coïL, 2001 ; Boileau et cotL,
2001). 10 cystéines conservées par rapport aux autres membres de la famille de l’EPN sont
() retrouvées dans l’ectodomaine. Ces cystéines jouent, comme pour les autres protéines, un
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rôle essentiel dans le maintien de la structure tridimensionnelle de la protéine (Oefner et tvJC,
2000).
PHEX serait une protéine assurant l’homéostasie du phosphate ÇEcons et col!, 1997;
Rowe, 199$; Tenenhouse, 1999). En raison de ses similitudes avec les protéines de la
famille de l’EPN, il a été proposé que l’implication de PHEX dans ce phénomène se
situerait dans l’activation ou l’inacdvatton d’hormones peptidiques. Ces hormones
joueraient un rôle dans la minéralisation osseuse, la réabsorption du phosphate au niveau du
rein et dans le métabolisme de b vitamine D. La présence prédominante de son ARNm
dans les os, au niveau des ostéoblastes (Du et col!, 1996 ; Frota-Ruchon et cot!, 1998), et dans
les dents, au niveau des odontoblastes (Frota-Ruchon et cot!, 199$), appuie cette thèse. Il
reste néanmoins que l’ARNm de PHEX est également retrouvé, chez la souris, dans les
poumons, les muscles, le cerveau et les testicules (Beck et coÏt, 1997). Il est aussi exprimé
dans les poumons, les ovaires, les muscles squelettiques et le foie des foetus humains (Beck
et cot!, 1997 ; Gneff et coÏt, 1997), de même que dans les ovaires et les poumons des humains
adultes (Grieff et colt, 1997). Ceci suggère que PHEX pourrait également intervenir dans
des processus non reliés à l’homéostasie du phosphate.
Toutefois, bien que pour la plupart des tissus étudiés l’expression de I’ARNm de
PHEX ait été détectée par plus d’une technique ÇRT-PCR, protection è la RNase, buvardage
de type Northem et/ou hybridation in situ), il n’en a pas été ainsi pour tous. En effet, pour
certains tissus, comme le cerveau et les testicules, la seule méthode qui a été utilisé est la
RT-PCR. Comme cette dernière est très sensible, elle peut, dans certaines conditions,
permettre l’amplification de molécules apparentées è celle qui est recherchée. Les résultats
obtenus doivent donc être interprétés avec prudence.
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Une banque combinatoire de peptides synthétiques fluorogémques testée sur une
forme recombinante sécrétée et purifiée de PHEX a permis de caractériser la spécificité de
clivage de l’enzyme (Campos et cdl., 2003). PHEX est caractérisée par sa spécificité stricte
pour les résidus acides (de type glutamate, aspartate) au niveau de la position P’1, avec une
préférence pour un résidu aspartate. La position P’2 montre une spécificité modérée pour
les acides aminés avec des chaînes latérales aromatiques (de type phénylalanine ou tyrosine)
ou polaire (sérine ou thréonine). Par contre, les substrats contenant une proline, une
glycine ou une leucine à cette position ne sont pas hydrolysés par PHEX. Le site S1, quant à
lui, accepte beaucoup de résidus (mis à part l’histidine, l’isoleucine et la vallne). Il est
intéressant de remarquer que contrairement à l’EPN, le site SI’ de PHEX contient une
arginine (basique) qui pourrait former un lien ionique avec la chaîne latérale du résidu
aspartate du substrat. PHEX clive donc en N-terminal de résidus acides (les autres
membres de la famille préfèrent les résidus hydrophobes). En dernier lieu, un résidu non
amidé est généralement favorisé en position C-terminale, autant pour PHEX que pour
l’EPN.
Un tableau montre les quelques substrats connus jusqu’à présent (Tableau VI). Le
PTHrPi4iu, suivi de b leu-enképhaline, de FGF-23 et du peptide synthétique ZAAL-pNA
sont hydrolysés par PHEX, in vitro (Lipman et coïL, 199$ ; Guo et cotL 2001 ; Bowe et cotL,
2001 ; Shirotani et cotL, 2001). Cependant, il faut demeurer critique face à ces résultats car, à
l’exception de FGF-23, les résultats n’ont pu être confirmés (Lipman et coil, 199$ ; Boileau
et cotL, 2001). Notre groupe de recherche a pu identifier PTHrP111719 comme substrat, iz
vitro, qui est clivé à trois positions (toujours en N-terminal d’un résidu aspartate) (Boileau et
coiL, 2001).
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Il a été démontré que l’ostéocalcine peut jouer un rôle d’inhibiteur de PHEX, au
même titre que le phosphate inorganique (Pi) ou que le pyrophosphate (PP) (Boileau et t’oit,
2001). L’inhibition causée par l’ostéocalcine est contrecarrée par la présence de Ca2. Tous
ces éléments sont naturellement retrouvés dans l’os, ce qui laisse croire qu’ils pourraient
intervenir dans la modulation de la minéralisation. Le mécanisme demeure cependant
encore flou, le défaut primaire de minéralisation osseuse et le problème de réabsorption de
phosphate semblant dépendre d’un facteur circulant non identifié jusqu’à présent. Ce
facteuf inconnu, nommé phosphatonine, serait clivé par PHEX et ainsi le rôle de l’enzyme
pourrait être associé au mécanisme.
Tableau VI: Substrats de PHEX
Substrats Sites de civage/séquence Km Références
(pM)
PTHrP 107-139 TRSAWLtDSGVTGSGLEGDI-flsDTSYI’ n.d. tBoileau et colt, 2001)
SLELtDSR
PTH jg AVSEIQFMHNLGKRLSS\’ŒRVEWLRKK n.d. tLipman et colt, 1998)
LQtDVF\JFVALG
Leu-enképhaline YGGFL nU. (Guo et colt, 2001)
FGF-23 Genebank no AY336491.1 n.d. (Bowe et colt, 2001)




Une étude récente effectuée sur des souris ECE-1
-/- montrait une quantité
significative de peptides ET-1 maturés (Ikeda et colt, 1999). Ce résultat suggérait qu’une ou
plusieurs protéases puissent être impliquées dans cette maturation. Cette hypothèse a
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permis l’identification d’une nouvelle métallopeptidase, nommée Soluble Secreted Endopepiidase
(SEP). La séquence propose une protéine membranaire de type II. De manière
surprenante, la transfection de cellules CR0 (Chinese hamster ovay), a résulté en une
accumulation de la protéine SEP dans la fraction membranaire, mais surtout dans le milieu
de culture, suggérant la libération d’une forme sécrétée.
De manière parallèle, d’autres études utilisant la RT-PCR basée sur des régions
conservées de l’EPN, ECE-1 et PHEX ont permis d’identifier la même protéine, connue
sous le nom de Neprilysin-like I (NL1) (Ghaddar et colt, 2000). Chez le rat, cette protéine
est connue sous le nom de NEP2 (Ouimet et colt, 2000). Les séquences de souris et de rat
étant identiques à 91%, il a été établi d’office qu’il s’agissait d’orthologues (Ouimet et colt,
2000).
L’ADNc de SEP s’étend sur 2925 nucléotides et inclut une région 5’ non traduite de
331 ph, une région codante de 2295 pb et région 3’ non traduite de 299 pb (Ghaddar et colt,
2000). 11 encode une protéine de 765 acides aminés affichant les caractéristiques
importantes de la famille de l’EPN. La séquence protéique est séparée en une queue N-
terminale de 17 résidus, un domaine transmembranaire de 21 résidus et un ectodomaine de
727 résidus (en C-terminal). SEP possède 9 sites consensus de N-glycosylation, suggérant
une structure très glycosylée. Il y a aussi dans l’ectodomaine, 10 cystéines qui sont
conservées parmi les autres membres de la famille (Ikeda et colt, 1999 ; Ghaddar et colt,
2000).
Il a été démontré que le gène de souris SE? générait deux protéines, SEPA (742 aa)
et SE? (765 aa), la première séquence montrant une délétion de 69 paires de bases
immédiatement après la séquence transmembranaire (Ikeda et colt, 1999). Les séquences de
SE? et SEl’\ sont identiques, à l’exception de cette délétion de 23 résidus dans le cas de
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SEPL\. Il a également été montré que SE? est sécrétée et que SEPA est intracellulaire. Il
donc été proposé que le court domaine de 23 acides aminés était responsable de la
sécrétion. Une analyse de cette séquence permet d’ailleurs d’identifier une paire de résidus
basiques, Lys62-Arg3, un site commun de clivage des précurseurs protéiques (Benjannet et
cotL, 1997). Des études de mutagenèse du site, ainsi que des essais avec l’Œl-anti-trypsine
Portland variant (cd -PDX ou al -anti-tsin PortÏand variant), un inhibiteur des convertases
de type subtilisine (Ghaddar et cott, 2000), ont permis de corroborer cette hypothèse. Des
études d’immunofluorescence jumelées à l’utilisation d’endo H permettent d’avancer que la
forme membranaire (SEPA) se retrouverait dans le RE (Ikeda et colt., 1999). Une analyse des
séquences démontre que SEPt\ est retenue dans le RE grâce à son domaine luminal
(Raharjo et colt, 2001). Il y aurait donc un isoforme de SE? sécrétée et un deuxième, lié à la
membrane, présent dans le RE.
1.7.5.1 Distribution tissulaire
Des études de buvardage de type Northern révèlent une expression circonscrite du
transcrit de SEP dans les testicules et les ovaires (Ikeda et colt, 1999 ; Ghaddar et colt, 2000).
À l’opposé, des études de RT-PCR permettant d’amplifier les deux isoformes (SEP et
SEPt) montrent des résultats positifs dans tous les tissus testés. Ces résultats permettent
de proposer un expression dominante de SEP dans les testicules, alors que SEPA serait
exprimée dans les autres tissus (Ikeda et colt, 1999 ; Ghaddar et colt, 2000).
Dans les testicules, le marquage est restreint aux cellules germinales de la face
luminale des tubules sérninifères. Ces cellules ont été identifiées comme étant des
spermatides longs et allongés ; le marquage est visible à toutes les étapes de maturation de la
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spermatogenèse. Les spermatozoïdes, les spermatocytes, les spermatogomes ou encore les
cellules de Sertoli n’ont cependant montré aucun marquage (Ghaddar et cotL, 2000).
Le groupe de Ouimet et cotL (2000) a de plus démontré, que cette protéase est
distribuée de façon hétérogène dans le système nerveux central. Cette distribution se fait de
manière abondante dans plusieurs noyaux du tronc cérébral, dans l’hypothalamus, dans
l’hypophyse et dans le mésencéphale, alors qu’une expression réduite est observée dans le
cortex du tronc cérébral et l’hippocampe (Ouimet et cotL, 2000; Carpender et cotL, 2003).
Aucune expression ne peut être détectée lors des étapes embryonnaires et chez les nouveau-
nés. L’expression était cependant évidente dans les cerveaux, l’hypophyse et la colonne
vertébrale d’adultes. Dans le système nerveux central (SNC), les régions ventro
postérieures associées à certaines fonctions végétatives ont montré un marquage
prédominant (Carpentier et cotL, 2003).
1.7.5.2 Caractéristiques enzymatiques
La caractérisation enzymatique de la forme sécrétée SEP montre que cette dernière
hydrolyse plusieurs substrats de l’EPN et/ou de ECE: par exemple, BigET-1, ET-1,
l’angiotensine, 1’ANP, la bradykinine ou encore la substance P (Ikeda et coiL,. 1999 ; Ghaddar
et coi!., 2000 ; Rose et cott, 2002 ; Carpentier et coïL, 2003). L’activité de SEP peut être inhibée
par les inhibiteurs connus de l’EPN: 1, 10-phénantroline, le phosphoramidon, et le
thiorphan. Autant le phophosphoramidon que le thiorphan inhibent l’activité SE? de
manière dose-dépendante (Ikeda et cotL, 1999; Ghaddar et cotL, 2000). L’inhibiteur
spécifique de ECE, FR901533, inhibe partiellement l’activité, alors que le captopril
(inhibiteur de l’enzyme de conversion de l’angiotensine) n’inhibe pas l’activité de SE?
C (Ikeda et coiL, 1999). Le pH optimal semble être neutre (7.4), semblable à celui de l’EPN.
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Toutefois, l’EPN et la SEP affichent des affinités distinctes par rapport aux
inhibiteurs. Le thiorphan montre, par exemple, une affinité 30 fois supérieure pour l’EPN
que pour la SEP (Rose et coïL, 2002). Dc plus, certaines différences sont observées quant à
la préférence des résidus impliqués au site de clivage, notamment en P’ et P’2 (Rose et col!.,
2002). Le tableau VII fait la synthèse des peptides clivés par SE?.
1.7.5.3 Phénotypes associés à la délétion du gène SEP/NLI/NEP2
Récemment, des souris NLI
—/- ont été générées (Carpentier et coïL, 2004). Ces
souris sont viables et se développent normalement, indiquant qu’une expression zygotique
de NLI n’est pas essentielle lors des stades de développement. Toutefois, une réduction de
fertilité résultant partiellement d’un retard dans la division cellulaire et dans le
développement de l’oeuf a été observé. Le phénotype semble prédominant chez les mâles,
où on observe une diminution de la fertilité de l’ordre de 30%. Il est à noter que ces
problèmes ne sont pas la résultante d’un déficit de la spermatogenèse, les paramètres
étudiées affichant des valeurs normales. NL1 jouerait donc un rôle dans la fonction
spermatique, probablement dans la capacité des spermatozoïdes à fertiliser les ovules.
Il a été proposé que la prohormone convertase PC4 soit impliquée, par le clivage au
site consensus de la fume, dans la maturation de SE?. Les souris PC4
-/- affichent aussi
une diminution de fertilité, avec cependant une incidence beaucoup plus marquée (Mbilai et
coÏ/, 1997). L’hypothèse d’un rôle dans le contrôle de la fertilité est donc intéressante; le
mécanisme reste cependant à être élucidé.
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K, = 3 (Ghaddar et colt, 2000;
Rose et colt, 2002;
Carpentier et colt, 2003)
50 (Rose et coIC, 2002)
100 (Rose et colt, 2002)
35 (Rose et colt, 2002
19 (Rose et colt, 2002)
K, = 25 (Rose et colt, 2002)
14 (Rose et colt, 2002)
K, = 50 (Rose et colt, 2002)
K, 4 (Rose et colt, 2002;
Carpeniier et colt, 2003)
K, 1$ (Rose et colt, 2002)
K, 6 (Rose et colt, 2002;
Carpentier et colt, 2003)
K, 2 (Rose et colt, 2002;
Carpentier et colt, 2003)
K, 12 (Rose et colt, 2002)
n.d. (Carpentier et colt, 2003)
(Carpentier et colt, 2003)
(Rose et colt, 2002;
Carpentier et colt, 2003)
(Rose et colt, 2002;
Carpentier et colt, 2003)
(Rose et colt, 2002)
(Rose et colt, 2002)
(Rose et colt, 2002)
n.d. (Rose et colt, 2002)
(Rose et colt, 2002)
(Rose et colt, 2002)
(Rose et colt, 2002)
(Rose et colt, 2002)
(Rose et colt, 2002)
(Rose et colt, 2002)
(Rose et colL, 2002)
(Rose et colt, 2002)
(Rose et colt, 2002)
Substrats Sites de Km Références
clivage!séquence (jM)
1$ (Ghaddar et colt, 2000)
YGGIfL
YGP4fM K, 30 (Rose et colt, 2002)
YG(dA)FM K, = 50 (Rose et colt, 2002)
YGGtFL-NH2 K, = 21 (Rose et colt, 2002)

















GHRH n.d. (Rose et coÏt, 2002)
Gastdne pEGPWLEEEEEAYGWI\tDf-NH2 n.d. (Rose et cal!., 2002)
Site de coupure
Peptides identifiés comme non substrat de NL1: l’heptapeptide enképhaline (YGGFMRF), endomorphine
IçrTYF-NH7, /.?endorpbine YGGFM 31 aa) (Rose et colt, 2002).
1.7.6 L’Endothelin-converting enzyme-like 1 (ECEL1)
Comme NEP2, 1’Endothelin-convering enrjrne-tike 1 (ECEL1) a été identifiée
récemment (Valdenaire et cotL, 1999; Kiryu-Seo et col!., 2000 ; Kawamoto et col!., 2003).
L’ADNc complet de ECELI fut obtenu par criblage d’une banque d’ADNc de cerveau
humain (noyau caudé) avec un EST (e.pressed sequence ta dont la séquence était similaire à
l’ECE1 (Valdenaire et colt., 1999). L’ADNc, de 2859 pb, encode une protéine de 775 acides
aminés, nommée XCE, pour X-converti,g enrjrne (Valdenaire et coIL, 1999). Cette
dénomination fait référence au caractère orphelin de l’enzyme car aucun substrat n’avait été
identifié. L’enzyme est maintenant appelé ECEL1 (Valdenaire et Schweizer, 2000).
De son côté, le groupe de Kiryu-Seo et coil (2000) a tenté d’identifier des molécules
étant régulées à la hausse en réponse aux dommages nerveux. A l’aide de la technique de
diffirentiat dipty PCR (DD-PCR) musant les noyaux hypoglosses de rats normaux et
axotomisés, ainsi qu’en effectuant un clonage aléatoire avec une librairie spécifique d’ADNc
dérivée de noyaux hypoglosses de nerfs endommagés (Kiryu et colL, 1995 ; Tanabe et colL,
1999), ils ont réussi à cloner une peptidase chez le rat possédant une séquence primaire très
similaire à celles des membres de la famille de l’EPN. Cette nouvelle protéine fut nommée
D INE, pour Damage-induced neuronal endopeptidase, conséquence de l’augmentation marquée
de son expression lors de certaines lésions neuronales.
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Finalement, le groupe de Kawamoto et coil (2003) a tenté d’identifier de nouveaux
gènes exprimés de façon différencielle, entre les conditions favorables et non favorables de
croissance de neuroblastomes. En utilisant une librairie d’ADNc provenant de différents
sous-types de neuroblastomes, ils ont criblé la librairie en identifiant, par RT-PCR,
l’expression différentielle de certaines gènes. Un de ces gènes possédait la caractéristique
d’être fortement exprimé dans les neuroblastomes en conditions favorables, nommé
Nbla03145. L’analyse de la séquence nucléotidique leur a permis de constater que ce gène
était en fait celui de ECELI.
1.7.6.1 Caractéristiques de la protéine ECELI
Au niveau protéique, ECEL1 est identique à 42% à l’ECE-l et à 37% à l’EPN. La
comparaison des séquences protéiques de ECEL1 /DINE de souris, de rat et d’humain
révèle une identité supérieure à 94%, traduisant un niveau de conservation très élevé chez
ces mammifères.
Ces 775 acides aminés forment une glycoprotéine transmembranaire de type II
ayant un domaine N-terminal cytoplasmique de 59 acides aminés, un segment hautement
hydrophobe de 23 acides aminés et un domaine C-terminal luminal de 693 acides aminés.
Cette dernière région possède les caractéristiques retrouvées chez les autres membres de la
famille, essentielles pour le repliement protéique ainsi que pour son activité enzymatique
potentielle.
ECELI possède trois séquences consensus de N-glycosylation (Asn-{Pro}-Ser/Thr
où {Pro} représente n’importe quel résidu mis à part une proline). Cette présence de sucres
sur la protéine a été démontrée à l’aide de l’endoglycosidase PNGasef (Valdenaire et coït,
(3 1999). La digestion provoque la diminution de la masse protéique d’environ 10 kDa,
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équivalant à la masse de trois N-glycosylaflons. Les orthologues de rat et de souris en
contiennent aussi trois.
ECELÏ possède 14 cystéines dans son domaine luminal, incluant les 10 cystéines
conservées chez tous les membres de la famille. Chez 1’EPN ces résidus cystéirie sont
impliquées dans la formation de ponts disulfure, et par le fait même, participent à la
stabilisation de la conformation de l’enzyme (l’arn et colt, 1985; Oefner et colt, 2000). Cette
similitude laisse croire que la protéine ECELI doit adopter une structure tridimensionnelle
très similaire à celle observée pour 1’EPN, qui possède à la surface cellulaire, une structure
globulaire très compacte (Kenny et colt, 1983; Oefner et coït, 2000).
Il a été montré que ECE-1 formait, grâce à la cystéine 416, des homodimères
(Shimada et colt, 1996). Il est intéressant de noter que bien que sa séquence s’apparente plus
à celle de l’ECE-l qu’à celle de l’EPN, ECELI ne contient pas de cystéine équivalente à la
cysterne impliquée dans la formation de dimères covalents chez l’ECE-l (Valdenaire et colt,
1999). On pourrait donc penser que ECELI ne se présente pas sous forme dimérique.
Néanmoins, une analyse électrophorétique en conditions non réductrices laisse croire que
ECEL1 pourrait former des agrégats ou des oligomères (Valdenaire et Schweizer, 2000).
1.7.6.2 Régulation de l’expression du gène ECELI
L’analyse de protection à la RNase suggère la présence d’un seul transcrit pour
ECEL1 (Valdenaire et colt, 1999). La région promotrice ne contient pas de boîte TATA
mais contient une région riche en purines contenant des sites potentiels d’interaction pour
certains facteurs de transcription, tels Spi, boîte E (E-box). Ces derniers, seuls ou en
combinaison, peuvent être nécessaires mais aussi suffisants pour promouvoir la
transcnption de certains gènes G et colt, 1997; Li et Seetharam, 1998; Vaishnaw et colt,
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1998). On peut aussi supposer la présence de séquences potentielles de reconnaissance
pour d’autres facteurs de transcription tels NF-icB, etc.
Le groupe de Kïryu-Seo et tvtL (2000) a identifié ECELI suite à des lésions
neuronales. Des lésions de la moelle épinière, telles que celles résultant d’une scission des
nerfs hypoglossaux, faciaux et sciatique ont provoqué une augmentation de l’expression du
transcrit dans les motoneurones et neurones sensoriels dans les ganglions du tronc cérébral.
Dans le cas de dommages axonaux du système nerveux central, des augmentations de la
même amplitude ont été observés.
Il semble que cette augmentation soit rapide et stable; une augmentation du signal
d’hybridation a été observée environ 6 heures après dommage neuronal. L’intensité atteint
son zénith à 3 jours, puis régresse graduellement jusqu’à un niveau basal après 5 semaines
(Kiryu-Seo et cott 2000). Des dommages occasionnés au nerf sciatique augmentent
significativement l’expression de DINE. Il y a jusqu’à I 8% d’augmentation dans les 5 jours
suivant les dommages neuronaux. Ce niveau d’expression se maintient pendant une période
pouvant s’étendre à 60 jours suivant ces dommages.
L’injection de coichicine, qui bloque la polymérisation de tubuline et, du même fait,
bloque le flot axonal, a aussi résulté en une augmentation drastique de l’expression de
ECELI.
Il est intéressant de mentionner que les proprotéines convertases (PC) ne sont pas
régulées à la hausse lors de ces dommages (I<irvu-Seo et cou., 2000), ECE subit une légère
augmentation d’expression (Kiryu-Seo et coïL, 2000) et l’EPN est régulée à la baisse dans les
motoncurones hypoglossaux axotomisés (Back et Gorenstein, 1994). Aucune augmentation
d’expression de ECEL1 n’est observée suite à des stress psychologiques (stress
76
d’immobilisation), stress osmotiques (injection saline hypertonique), ou encore
l’hyperacdvation induite par la kainate (Kiryu-Seo et cotL 2000).
L’influence de facteurs neurotrophiques sur la régulation transcriptionnelle de
DINE, autant in vit,v qu’in vivo, a été étudiée (lKiryu-Seo et cot/ 2000). Des facteurs tels que
le verve growth factor (NGF), le brain-derived neurotrophic factor (BDNF), le gtiat cett tine-derived
neurotrophic factor (GDNF), la neurotrophine-3 (NT-3), l’insulin-tike growth factor I (IGf-I), le
/eukemza inhibitoy factor (LIF), le ciIiay neurotrophic factor (CNTF) et l’interteukine-6 (IL-6)
augmentent de façon marquée l’expression de DINE. Les observations ont permis
l’identification de LIF comme facteur modulateur de l’expression de DINE. En utilisant un
anticorps anti-gp 130, reconnu pour bloquer la signalisation induite par des cytokines (telles
que LIF, CNTF, IL-6), l’augmentation de l’expression de DINE disparaît.
Finalement, dans un autre ordre d’idées, l’hybridation in situ de ECEL1 /DINE a
confirmé des niveaux plus élevés d’expression de ECELI dans les souris Hj (absence
d’expression dc PHEX) que dans des cellules normales. On observe aussi une
augmentation d’EPN (Dubois et col!, 2002).
1.7.6.3 Distribution tissulaire
Suivant les techniques utilisées, le transcrit de ECELI semble exprimé dans un
spectre très étendu de tissus. On peut noter une certaine variation chez les différentes
espèces étudiées (que ce soit le rat, la souris ou l’humain), ce qui peut s’expliquer
partiellement par les différentes méthodes employées.
Cependant, il reste clair que les plus forts patrons d’expression sont retrouvés dans
le système nenreux central (SNC). On retrouve aussi l’ARNm de ECEL1 dans l’utérus, les
ganglions sympathiques, les muscles squelettiques, le pancréas et les ovaires chez ces trois
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espèces (Valdenaire et colt., 1999, Kiryu-Seo et coÏt, 2000). Dans le SNC, il est exprimé
abondamment dans la moelle épinière, la medulla, le noyau subthalamique et le putamen. Il
est également présent en quantité importante dans le noyau caudal, le thalamus et
l’amygdale (Valdenaire et colt, 1999).
Dans les tissus du SNC, ECELI /DINE n’est pas exprimée dans les cellules gliales
(comme les cellules de Schwann, les oligodendrocytes, les astrocytes ou les microglies) mais
semble circonscrite aux cellules neuronales.
1.7.6.4 Caractérisation enzymatique de ECELI
ECEL1 conserve jusqu’à maintenant tout son mystère quant à son activité
peptidasique. Il a cependant été rapporté que l’orthologue chez le rat, la DINE, possède
une activité caractéristique des métallopeptidases. La DINE tronquée de sa région
intracellulaire et transmembranaire (produite dans des cellules Sf9, en utilisant un système
d’expression baculovirus), hydrolyse un substrat synthétique fluorescent, soit Z-Gly-GIy
Leu-pNA — un substrat aussi hydrolysé par l’EPN. Le phosphoramidon, l’EDTA (un
chélateur d’ion bivalents), la 1,10-phenantroline ainsi que le thiorphan bloquent cette
hydrolyse. Ces résultats laissent croire que DINE posséderait les caractéristiques
pharmacologiques et enzymatiques d’une métallopeptidase, tout au moins de l’ordre de
celles retrouvées pour 1’EPN Kiryu-Seo et coÏt, 2000).
Les tentatives d’identification de substrats biologiques se sont révélées
infructueuses. En utilisant des préparations membranaires de cellules CHO-KI ainsi que de
cellules HeLa, toutes deux transfectées, Valdenaire et cott (1999) se sont butés à une
accumulation de résultats négatifs concernant les peptides ET-1, préET-1, galanine,
calcitonine, bradykinine, met-enképhaline et leu-enképhaline. De plus, l’analyse de la
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conversion des trois préET (préET-1, préET-2, préET-3) par ECELI, vérifiée par essai
radrounmunologique, s’est avérée négative.
1.7.6.5 Rôles de ECELI
Malgré le fait qu’aucun substrat naturel ne soit connu pour le moment, il demeure
que ECEL1 semble impliquée dans certains mécanismes physiologiques.
1.7.6.5. 1 Implication de ECEL1 dans te contrôle de ta respiration autonome
En 1999, le groupe de Schweizer et cott (1999) a montré un rôle fonctionnel de
ECEL1. C’est en effet par l’invalidation du gène ECELI que des résultats très intéressants
ont été mis à jour. Tous les homozygotes négatifs ont montré les mêmes caractéristiques
les nouveaux-nés peuvent ouvrir leur mâchoire mais demeurent cyanosés (contrairement
aux sauvages qui tournent au rose après quelques minutes) et meurent d’anoxie après 10-30
minutes. Aucun homozygote n’a survécu au-delà de ce stade néonatal, ce qui suggère que
ECEL1 jouerait un rôle physiologique essentiel (Schweizer et colt., 1999).
L’examen des poumons a montré une absence de ventilation pour la vaste majorité
des nouveaux-nés homozygotes négatifs. Toutefois, les problèmes respiratoires ne sont pas
dus à une occlusion de la trachée. Au stade néonatal, ces souris meurent rapidement à
cause d’une absence de respiration, ce qui suggère que ECELI est importante dans le
contrôle autonome de la respiration. L’atélectasie congénitale a été observée sur 75% des
animaux analysés. Sur les autres 25%, 60% d’entre eux étaient seulement minimalement
aérés (en contraste, les poumons des sauvages étaient tous normalement aérés). Mis à part
l’atélectasie, la structure pulmonaire n’a montré aucune anomalie (Schweizer et colt, 1999).
C
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L’arrêt respiratoire postnatal n’est pas dû à la déficience en surfactants : les protéines
SP-A, SP-B, SP-C et SP-D affichent des niveaux d’expression transcnpuonnelle normaux.
Il est connu que la délétion du gène de la protéine surfactante B résulte en une détresse
respiratoire postnatale létale accompagnée d’atélectasie (Clark et coÏt, 1995; Toldeda et cott,
1997). Aucun changement n’est retrouvé en regard à la protéine Ctara ce!! 1O-kDa (CCI O),
un autre marqueur de différenciation pulmonaire (Schweizer et coïL, 1999). Le problème
n’est donc peut-être pas intrinsèque à cet organe. Finalement, il y a absence de
malformation thoracique, éliminant la possibilité d’un problème mécanique (i.e. obstruction
des voies respiratoires). Des examens viscéraux et histopathologiques d’embryons de 18.5
jours (E18.5) ne montrent aucune anomalie anatomique spécifique à l’invalidation. Aucun
changement dans la morphologie ainsi que dans la distribution des cellules neuronales n’a
été détecté.
La respiration autonome spontanée est contrôlée par le centre respiratoire localisé
dans la medulla et transmis, via la moelle épinière, à des motoneurones qui contrôlent les
muscles respiratoires. Chez le rat, par exemple, les neurones respiratoires phasiques ont été
localisés dans la partie ventrale du bulbe rachidien (Bystrzycka et Nail, 1985). Ceci revêt
une importance cruciale car ce sont des tissus à haut niveau d’expression de ECELI. Il est
possible que des changements subtils dans ces structures provoquent la perte de fonction
vitale. Ces changements pourraient, par exemple, toucher les connections synaptiques ou
de transmission. ECELI pourrait donc servir à la maturation d’un ou plusieurs
transmetteurs neuropeptidiques impliqués dans la respiration (Schweizer et colt, 1999).
1.7.6.5.2 Implication de EEL1/DINE dans !a suivie lors de lésions cellulaires
Les cellules COS-7 transfectées avec la DINE montrent une plus grande résistance
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lorsqu’elles sont exposées au C2-ceramide. Même si le mécanisme responsable de la mort
cellulaire induite par le C2-ceramide n’est pas bien compris, il semble évident qu’il y a une
diminution rapide de phosphorylation oxydative mitochondriale suivie par une
augmentation de la génération de radicaux d’oxygène (France-Lanord et colt., 1997).
L’expression d’ARNm d’enzymes anti-oxydantes telles la Cu/Zn-supcroxide dismutase
(Cu/Zn-SOD), la Mn-superonde dismutase (Mn-SOD) et la glutathione peroxidase (GPX)
est augmentée dans ces cellules transfectées exprimant ECELI /DINE. De plus, l’activité
de SOD est aussi induite. Ceci suggère que l’activité catalytique de ECELI /DINE
provoque un signal intracellulaire induisant la transcription de ces enzymes, qui sont
essentielles pour la réduction du stress oxydatif causé par la production de radicaux libres.
Mn-SOD est une molécule de réponse au stress, ce qui explique son induction lors de
dommages nerveux. Il est possible qu’un mécanisme protéolytique soit en jeu lors de
dommages neuronaux.
On note que les ECE et EPN sont, comme ECELI/DINE, impliquées dans une
activité indirecte de protection neuronale. Ces membres joueraient donc peut-être des rôles
neuroprotecteurs (Carson et Turner, 2002). La ECELI /DINE pourrait, de plus, avoir une
fonction potentielle dans la régénération de neurones sensoriels endommagés ainsi que dans
la douleur neuropatbique (i.e. allodynie) (Kiryu-Seo et cotL, 2000).
7.7.6.5.3 ECEL7 pourniit être impliquée dans ta reutation tumorale
Les neuroblastomes sont des tumeurs embryonnaires de cellules neuroectodermales
dérivées de la crête neurale et destinées à la formation de la médullosurrénale et du système
nerveux sympathique. Cette pathologie représente 6% des cas de cancers infantiles
(Casdeberry, 1997). Les mécanismes moléculaires de croissance, de différenciation et de
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mort cellulaire programmée de neuroblastomes sont peu connus. On sait cependant que les
cellules tumorales de neuroblastomes affichent des combinaisons complexes d’aberrations
génétiques acquises telles, entre autres, un changement ploïdique, des délétions de bras
chromosomiques ip et llq, une amplification de l’oncogène MYCN et, plus fréquemment,
des gains de bras chromosomiques f 7q (Bown, 2001). Certaines de ces anomalies sont de
puissants marqueurs pronostiques. Alors que les tumeurs survenant chez des patients de
plus d’un an sont souvent agressives et provoquent la mort précoce, celles de patients de
moins d’un an régressent de manière spontanée (Evans et coït, 1976).
L’expression de ECELI est considérablement accrue lors des étapes précoces du
développement de neurobhstomes, mais elle a ensuite tendance à diminuer spontanément
(Kawamoto et coït, 2003). Par l’accumulation d’évidences, il a été suggéré que les
endothélines, notamment l’ET-3, jouent un r6le important dans le développement de
lignées cellulaires dérivées de la crête neurale, de neurones ganglionnaires myenténques ainsi
que de mélanocytes épidermaux (Baynash et coït, 1994). L’équipe de Kawamoto et coït
(2003) a de plus rapporté que l’expression de ECELI était associée directement à celle du
récepteur tyrosine kinase, TrkA. À partir de cette observation, ils ont proposé un lien
potentiel entre un substrat ou ligand de ECEL1 et TrkA. D’une certaine façon, ECELI
pourrait jouer un nMe dans la croissance de neuroblastomes — les mécanismes l’impliquant
restent cependant à élucider (Kawamoto et coït, 2003).
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1.8 Description du projet de recherche
Il y a 30 ans, Kerr et Kenny (1974) rapportaient la caractérisation d’une nouvelle
peptidase qu’ils nommaient endopeptidase neutre. Au cours des années passées,
l’endopeptidase neutre a été étudiée sous plusieurs aspects. Mais ce n’est qu’au cours de la
dernière décennie que l’identification et la caractérisation biochimique d’autres protéines
affichant des simiiitudes significatives avec l’EPN ont été rapportées. Cette découverte de
nouvelles peptidases a permis l’établissement d’une nouvelle famille d’enzymes dont l’EPN
aura été le prototype. De récents travaux ont souligné l’importance physiologique de
l’EPN, mais aussi des ECE (enzymes de conversion de l’endothéline), de PHEX E.Lo.pIate
regzf!ating gene witÏj homotogies ta çndopeptidases on the X chromosome et de KELL. L’EPN et les
ECE sont actuellement des cibles thérapeutiques très intéressantes. L’élargissement de cette
famille permet évidemment le ciblage de nouvelles voies physiopathologiques, mais
demande l’élaboration d’inhibiteurs de métallopeptidases beaucoup plus spécifiques.
Lors de mon arrivée dans le laboratoire, une toute récente stratégie de RT-PCR
venait d’être conçue. Celle-ci avait été préparée dans l’espoir d’identifier de nouveaux
membres de la fairiille de l’EPN. À cet effet, les résultats n’ont pas tardé à suivre : un
fragment d’ADNc, correspondant à un nouveau membre de la famille nommé NL1 (NEP
tike 7), avait été obtenu à partir de testicules de souris. Suivant cette découverte, un autre
fragment d’ADNc provenant d’une banque de cerveau s’est révélé correspondre à un autre
membre, appelé aujourd’hui ECEL1 (endothetin-converting enjime-!ike 7).
Mon projet de doctorat a donc débuté par le clonage et ie séquençage de l’ADNc
complet de ECEL1. La séquence de cet ADNc a été définie et la séquence en acides
aminés déduite à partir de celui-ci a été analysée. Une des premières étapes aura été la
$3
production d’un anticorps monoclonal de souris, ce qui nous a permis d’effectuer la plupart
des autres expériences qui ont suivi. Comme il le sera démontré (Chapitre 3), cet anticorps
s’est avéré extrêmement spécifique à ECEL1, ne reconnaissant aucun des autres membres
de la famille. Ensuite, nous avons utilisé l’ADNc ECEL1 cloné dans un vecteur
d’expression eucaryote pour transfecter des lignées cellulaires HEK293 (hitman embyonic
kidny cetts) et LLC-PK1 (porcine kidny ce/t.) et ainsi produire la protéine. Les principaux
objectifs de mes travaux ont donc été de:
1) Cloner l’ADNc de ECEL1;
2) Produire un anticorps monoclonal anri-ECELI;
3) Déterminer la localisation sous-cellulaire de ECELI;
4) Comprendre et étudier les mécanismes responsables de cette localisation;
5) Entreprendre l’étude de la stabilité protéique de ECELI;
6) Produire et purifier une protéine chimérique pel-mettant la sécrétion de
l’ectodomaine de ECEL1 qui englobe les résidus formant le site actif;
7) Identifier un substrat et caractériser l’activité enzymatique de ECELI;
8) Étudier l’effet de certaines conditions physiologiques sur la régulation du gène
ECEL1.
Ces différentes étapes nous ont permis d’acquérir une quantité appréciable
d’informations sur ECELI, que vous trouverez dans les sections subséquentes. Ces
informations nous ont permis, d’une part d’intégrer ECEL1 dans la famille de l’EPN, de par
son identité de séquence primaire ainsi que par l’homologie structurale de la protéine
ECEL1 envers les autres membres connus; d’autre part, de se rendre compte que ECELI
possédait des caractéristiques particulières et distinctes en comparaison aux autres membres.
C’est donc surtout cette dernière facette qui donne tout le lustre à ces travaux.
CHAPITRE 2- MATÉRIEL ET MÉTHODES
2.1 Clonage de ECELI humain et construction de vecteurs d’expression
Toutes les manipulations ont été effectuées suivant les protocoles standards
(Ausubel et colt., 1988; Sambrook et Russel, 200f). L’ADNc complet de ECELI humain a
été obtenu par criblage d’une librairie d’ADNc de cerveau humain ?gt1 O (Clonetech) en
utilisant comme amorce un ADNc de ECELI humain partiel obtenu par clonage
d’homologie tel que décrit précédemment (Ghaddar et coÏt, 2000). Un clone de 2800 pb
été isolé et son séquençage a révélé une séquence nucléotidique pratiquement identique à
celle rapportée par Valdenaire et colt et initialement appelée XCE Valdenaire et colt, 1999).
Pour l’expression de la protéine ECELI humaine dans des cellules de mammifère en
culture, un fragment d’ADN HindIII/XbaI contenant 200 nucléotides de la région 5’ non
traduite, la région codante entière et 339 nucléotides de la région 3’ non traduite de l’ARNm
de ECELI a été cloné dans un vecteur pCDNA3/RSV Gockers et colt, 1996), résultant en
plasmide pwtECELI. Ce vecteur contient, de plus, le gène de l’aminoglycoside
phosphotransférase, qui confère une résistance à l’antibiotique généncine (G418).
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2.2 Production d’anticorps monoclonaux
2.2.1 Construction du vecteur plasmidique
Un plasmide permettant la production d’une protéine de fusion GST-ECELI dans
Escherichia cou a été construit en utilisant le vecteur d’expression pGEX-2T (Amersham
Pharmacia Biotech Inc., Baie d’Urfé, Canada). La Vent polymérase (New England Biolabs,
Mississauga, ON, Canada) ainsi que Ï’ADNc de ECELI ont été utilisés pour amplifier, par
PCR, un fragment de 969 pb à l’aide de l’amorce sens 5’-
CGGATCCGACAAGCTCACCTCTGGCACCATC-3’ (commençant à Asp142 de la
séquence publiée (\Taldenaire et cotL, 1999)) et l’amorce anti-sens 5’-
CGAATfCTCAGGCAGCTGAGAAGTCTCATGTAC-3’ (termine à Ala465 de la séquence
publiée (Valdenaire et cott., 1999)) contenant respectivement les sites de restriction BamLU et
EcoRf (soulignés dans les séquences). La PCR a été effectuée dans un thermocycleur Peltier
(l1J Research Inc., Boston, MA) avec 20t) ng d’ADNc ECELI et I 1il dc Vent polymérase
dans un volume final de 100 L’1 contenant I mlvi MgSO4, 2 iM de chaque oligonucléotide,
200 1iM de dNTP et 5% DMSO. La réaction de PCR s’est déroulée comme suit: une étape
initiale de dénaturation de 5 min à 94°C, suivie de 25 cycles de I min à 94°C, 1 min à 42°C
et 1.5 min à 72°C. Un étape d’extension finale a été effectuée à 72°C pendant 10 min.
pGEX-2T et le produit de PCR ont été digérés par Bumili et EcoR[, puis soumis à une
ligation à l’aide de la DNA ligase.
2.2.2 Production et purification de l’antigène
La souche Esc/jerjchja colt AP 401 protéase (-) a été transformée à l’aide du plasmide
O de fusion GST/ECELI, pour permettre l’expression de cette protéine de fusion. La
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purification protéique a été effectuée à 4°C en présence des inhibiteurs de protéases
aprotinine (2 g/ml) (Sigma), leupeptine (0.5 p.g/ml) (Sigma) et PMSF
(Phenjitrnethjtsuo.yfluoride) (100 .g/m1) (Sigma). Le clivage de GST/ECEL1 a été réalisé
grâce à la thrombine, en suivant les recommandations du protocole GST Gene Fusion Sjs/em
(Amersham Pharmacia Biotecli Inc., Baie d’Urfé, Canada).
L’échantillon a ensuite été séparé par SDS-PAGE sur gel 12%. Les extrémités du
gel (des portions du puits) ont été découpées puis colorées au bleu de Coomassie. La
portion du gel correspondant à la bande de l’antigène a été découpée puis fragmentée afin
de permettre un rendement adéquat lors de l’électroélution. L’électroélution ainsi que
l’électrodialyse du SDS de l’échantillon ont été effectuées tel que proposé dans le protocole
Ekct,ri-E!ntion (BioRad). L’échantillon a ensuite été dosé par SDS-PAGE sur gel 12%.
2.2.3 Immunisation
L’immunisation de 6 souris Balb/c de 60 jours a été effectuée à l’aide de 10 sg du
fragment purifié additionné de 10 p.g d’adjuvant de Freund complet (Gibco) pour la
première injection et d’adjuvant de Freund incomplet pour les injections subséquentes.
L’antigène a été injecté 4 fois, de façon intra-péritonéale, à intervalles de 3 semaines. Une
injection de rappel sans adjuvant de Freund a été effectuée 4 jours avant la fusion des
cellules de rate des souris immunisées et de myélomes en culture de lignée P3x63.AG.653
(ATCC). La fusion a été effectuée telle que décrit par Goding e cott, 1980.
2.2.4 Sélection clonale
Les surnageants de culture des hybridomes ont été testés pour leur réaciivité par
analyses ELISA, effectuées sur des plaques de polystyrène prétraitées à la glutaraldéhyde et
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recouvertes d’antigène ECELI (Evan, 1984). Parmi les clones jugés positifs aux tests
ELISA, plusieurs clones se sont avérés positifs par immunobuvardage de type Western. Un
clone d’hybridome a été amplifié et injecté dans la cavité péntonéale de souris traitées au
pristane. Le fluide d’ascite a été récolté, puis utilisé dans des expériences subséquentes. Cet
anticorps monoclonal a été nommé 7B6.
2.3 Constructions plasmidigues
2.3.1 Construction de chimères ECEL1/EPN
Pour construire la chimère E/N/N (E: ECELI; N: EPN ou NEP;
cytosolique/transmembranaire/ectodomaine, respectivement), le domaine cytosolique de
ECELI a été fusionné au domaine transmembranaire et l’ectodomaine de l’EPN par des
techniques requérant l’utilisation de la PCR (Yang et col/, 1994), en utilisant les
oligonucléotides 5’-GGTCTGACATGGArFGG-3’ et 5’-
CAGGACAAGGACCGAGAGGCTGATCTCCTCGCGCCGGTTCCAGCGCGGCAG
3’, ainsi que 5’-GA’IYTAGGTGACACTATAG-3’ et 5’-
CTGCCGCGCTGGAACCGGCGCGAGGAGATCAGCCTCTCGGTCCTFGTCCTG
3’ comme amorces, résultant en pCDNA3/RSV-E/N/N.
Pour construire la chimère E/E/N, les domaines cytosolique et fransmembranaire
de ECEL1 ont été fusionnés à l’ectodomaine de l’EPN par PCR tel que décrit
précédemment, en utilisant les oligonucléotides 5’-GGTCTGACATGGATTGG-3’ et 5’-
AGTCTGATGACYfGCAÂATACCATCATCGAGGGCCAGCATÀGCCGCCAGAAT
GGC-3’, ainsi que 5’-GArTTAGGTGACACTATAG-3’ et 5’-
8$
GCCATFCTGGCGGCTATGCTGGCCCTCGATGATGGTAYfTGCAAGTCATCAG
ACT-3’ comme amorces, résultant en pCDNA3/RSV-E/E/N.
Pour construire la chimère N/E/N, le domaine transmembranaire de l’EPN a été
remplacé par celui d’ECELl dans le vecteur pRC/CMV-NEP (Lanctôt et cotL, 1995), en
amplifiant par PCR le vecteur en entier (ail-around ?CR). Pour ce faire, les oligonucléoddes





AATGGCGCAGAGGC-3’. Cette amplification a résulté en un vecteur nommé
pRC/CNW-N /E/N.
La purification des fragments d’ADN amplifiés par PCR a été effectuée en utilisant
la trousse de purification de PCR QlAqmck (Qiagen). Les réactions de PCR ont été
réalisées en utilisant la Pfu DMA polymérase (Stratagene). Les vecteurs résultants ont été
vérifiés par séquençage nucléotidique.
2.3.2 Construction dc la chimère NEP2-ECEL1
Pour construire la chimère NEP2-ECEL1, les domaines cytosolique et
transmembranaire ainsi que le début de l’ectodomaine de NEP2 ont été fusionnés à
l’ectodomaine de ECELI par PCR tel que décrit précédemment, en utilisant les
oligonucléotides 5’-
CTGGGATGAGAGGACGGTTGTÀAÀACGAAAGTACCTGGGCCCGGTCGCGGC




AG -3’ comme amorces. Une première PCR a servi a amplifier les deux fragments, qui ont
servi par la suite dans l’obtention du produit final, lors de la deuxième amplification,
résultant en pCDNA3/RSV-NEP2-ECELI.
La purification du fragment d’ADN amplifié par PCR a été effectuée en utilisant la
trousse de purification de PCR QlAquick (Qiagen). Les réactions de PCR ont été réalisées
en utilisant la Pfii DNA polymérase (Stratagene). Le vecteur résultant a été vérifié par
séquençage nucléohdique.
2.3.3 Construction du mutant ECEL1 C95G/C99G/P100C/F1O5C
Le quadruple mutant C95G/C99G/P100C/f105C a été construit par des
techniques requérant l’utilisation de la PCR (Yang e! cotL, 1994), en utilisant les
oligonucléotides 5’-GGCGGCGGCGCCGGTCCCGAGGGCGGCCCTGAGCGCAG-





3’ comme amorces, résultant en pCDNA3/RSV-ECELI- C95G/C99G/PIOOC/FIO5C.
La purification des fragments d’ADN amplifiés par PCR a été effectuée en utilisant
la trousse de purification de PCR QlAquick (Qiagen). Les réactions de PCR ont été
réalisées en utilisant la Vent DNA polymérase New England Biolabs). Le vecteur résultant
a été vérifié par séquençage nucléotidique.
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2.4 Transfections, culture cellulaire et immunobuvardage
Des cellules de la lignée cellulaire de rein embryonnaire humain, HEK-293 (ATCC
no. CRL-1 573) ont été mises en culture, puis transfectées par la méthode de calcium
phosphate tel que décrit précédemment (Sabbagh et cotL, 2001). Les cellules transfectées
stables ont été sélectionnées en ajoutant 4% G418 (BRL Life Technologies, Burlington,
ON, Canada) et maintenues dans un milieu DMEM (Dzitbecco ‘s rnodzfied Eagk ‘s rnediiirn) (BRL
Life Technologies, Burlington, ON, Canada) supplémenté de I 0% de sérum bovin foetal
Q\4edicorp) 37°C sous 5%CO2 et 95% air. Vingt-quatre heures avant l’analyse de
l’expression protéique, du butyrate de sodium a été ajouté dans le milieu de culture à une
concentration finale de 10 mM pour stimuler la production de protéines.
L’expression des protéines ECELI, PHEX, EPN et NEP2 a été, tel que décrit
précédemment, détectée par analyse d’immunobuvardage sur les extraits cellulaires et le
milieu de culture (Ghaddar et coiL, 2000) en utilisant respectivement les anticorps
monoclonaux spécifiques 7B6, 13B12 (Frota-Ruchon et coït, 2000a), 18B5 (Frota-Ruchon et
cott, 2000b) ou les anticorps polyclonaux de souris (Ghaddar et coÏt, 2000. L’état de
glycosylation des protéines a été déterminé par digestion par des endoglycosidases
appropriées tel que décrit précédemment (Ghaddar et coÏt, 2000).
Des cellules LLC-PK1 (porcine kidny ceils; ATCC #CL-1 01) maintenues en culture
dans du milieu 199 (Gibco/BRL) supplémenté avec 5% (v/v) de sérum bovin foetal
(Medicorp), 100 g/mi de pénicilline (Gibco/BRL), 100 pg/ml de streptomycine
(Gibco/BRL et 0,25 sg/mi de fongizone (Gibco/BRL) ont été transfectées avec le vecteur
pCDNA3/RSV/ECEL1 ou pCDNA3/RSV/NEP2-ECEL1 par la méthode de co
précipitation au calcium phosphate-ADN (Chen et Okayama, 1987). Ces cellules ont servi
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notamment à la production d’une forme sécrétée de l’ectodomaine de ECELI, accumulée
dans le milieu de culture.
D’autres lignées cellulaires ont été utilisées au cours de ce travail. Elles ont été
maintenues dans un milieu de culture approprié. La lignée cellulaire Neuro2A
(ATCC#CCL-131) a été mise en culture dans le milieu DMEM (BRL Life Technologies,
Burlington, ON, Canada) complémenté de 10% (v/v) de sérum bovin foetal (Medicorp). La
lignée cellulaire MC3T3 (ATCC# CRL-1658) a été mise en culture dans le milieu OEMEM
(Invitrogen, Burlington, ON, Canada). La lignée cellulaire GH3 (ATCC#CCL-82.1) a été
mise en culture dans le milieu F12 (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) complémenté de
12.5% (v/v) de cosmic (HyClone Laboratones) et de 2.5% de sérum bovin foetal
(Medicorp). Les cellules AtT-20 (ATCC #CCL-$9) ont été mises en culture dans le milieu
DMEM complémenté de 15% (v/v) de cosmic. Lors de la récupération des cellules, le
milieu est enlevé et les cellules sont lavées deux fois dans du PBS (1.06 mM KH7PO4, 2.97
mM Na2HPO4-7H20, 155.17 mM NaCI, pH7.4) froid. Par la suite, un bâtonnet est utilisé
pour faire décoller les cellules dans 5 ml de PBS froid. Les cellules récupérées sont
centrifugées (300 g), puis le surnageant de PBS est éliminé. Une solution de PBS 1% N
octylglucoside est ajouté (200 d) et l’incubation se prolonge pendant une heure à 4°C. Par
la suite, une centrifugation de 15 minutes à 15 000 g à 4°C est effectuée et le surnageant est
récupéré. Des échantillons de 30 1il sont déposés sur gel SDS-PAGE 7.5%. Un transfert
sur membrane de nkrocellulose suit et sert pour l’immunobuvardage de type Western avec
l’anticorps anti-ECELI 7B6.
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2.5 Biotinylation des protéines de la surface cellulaire
Les cellules HEK-293 transfectées de façon stable ont été mises en culture à une
densité de 2 x i0 cellules par puit, sur une plaque de 24 puits et, ce, pendant 3 jours; le
milieu a ensuite été remplacé 24 heures avant l’expérience par un milieu contenant lOmM
de butyrate de sodium.
Toutes les étapes subséquentes ont été effectuées à 4°C tel que décrit précédemment
(Daniels et cotL, 1998). Les cellules ont été rincées deux fois avec du PBS (1 ml) contenant
2+ 2+0.1 mlVl CaCI2 et I mM MgCI7 (PBS-Ca -Mg ). Les cellules ont ensuite ete mcubees avec
la NHS-SS-biotine (2 mg/ml; Pierce, Rockford, IL) dans le tampon de biotinylation (100
iil) (2 mM CaC12, 150 mM NaCI, 10 mM triethanolamine, pH 8.0) pendant 25 minutes avec
une légère agitation. Les cellules ont été lavées avec du tampon de biotmylation (1 ml), et la
procédure dc marquage a été répétée dans les mêmes conditions. La NHS-SS-biotine non
liée a été inactivée grâce à l’addition d’un tampon d’inactivation (1 ml) (qitenctiin<g btffei) (100
mI\4 glycine dans le PBS-Ca2-Mg2). Les cellules ont par la suite été lavées deux fois avec le
tampon d’inactivation (1 ml), puis incubées dans le même milieu (1 ml) pendant 20 minutes
avec une légère agitation; elles ont ensuite été rincées deux fois avec I ml de PBS-Ca2-
2+ivrg
Les cellules ont par la suite été récupérées, puis solubilisées par incubation dans un
tampon de lyse (1% Triton X-100, 150 mM NaCI, 5 mM EDTA, 50 mM Tris, pH 7.5)
pendant 60 minutes à 4°C (1 ml). Les lysats ont été clarifiés par centrifugation à 14000 g
pendant 30 minutes. Les protéines marquées à la biotme ont été séparées des autres
protéines en ajoutant 0.2 ml de résine NeutrAvidin (Pierce, Rockford, IL) à 0.9 ml de lysat
C clarifié, puis en incubant à 4°C pendant 16 heures sous rotation constante. La résine a été
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récupérée par centrifugation à S000g pendant 15 minutes à 4°C. Le surnageant a été retiré
et conservé pour une analyse ultérieure. Le culot a été lavé trois fois avec un tampon de
lyse (1 ml), deux fois avec un tampon de lavage riche en sel (1 ml) (0.1% Triton X-100, 500
mM NaC1, 5 mM EDTA, 50 mM Tris, pH 7.5), et une fois avec un tampon de lavage sans
sel (1 ml) (50 mlvl Tris, pH 7.5). Il a finalement été mis en suspension dans 0.15 ml de
tampon Laemmli (Laemmli, 1970) contenant 143 mM 2-mercaptoethanol.
Les échantillons protéiques ont été déposés sur gel SDS-PÀGE 7.5% puis analysés
par immunobuvardage. La détection a d’abord été effectuée avec l’anticorps monoclonal
7B6. Par la suite, pour éliminer la possibilité que des protéines intracellulaires soient
biotmylées, le buvardage a été refait à l’aide d’un and-actme de lapin.
2.6 Fractionnement sous-cellulaire
Cinq pétris de 100 mm confluents de cellules HEK-293 transfectées ont été lavés
deux fois avec du PBS froid (5 ml) avant la récupération des cellules (à l’aide d’un grattoir).
Les cellules ont été culottées à 300 g pendant 5 minutes, puis mises en solution dans 2 ml de
tampon d’homogénéisation (10 mM Tris-HC1, pH 7.5, 12.5% sucrose, 50 mM EDTA, 1
ml\’I pepstatine A, 2 ig/ml leupeptine, 2 ig/ml aprotinine, 0.6 mM PMSF and 2 mM 3-
mercaptoeffianol). Les cellules ont été homogénéisées à l’aide d’un homogénéisateur potter
Elvejheim à 4°C et centrifugées à 1000 g à 4°C pendant 15 minutes. Le surnageant a été
déposé sur un gradient de sucrose discontinu consistant en neufs paliers allant de 22 à 6O%
(wt/v) et centrifugées à 135,000 g pendant 2.5 heures à 4°C. Le gradient a été fractionné à
O partir du haut en quatorze fractions de 0.77 ml. Ces fractions ont été analysées par gel SDS
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PAGE 7.5% et immunobuvardage en utilisant l’anticorps 7B6 (1: 7000) ainsi que des
anticorps pour chacun des compartiments cellulaires suivants: cainexine pour le réticulum
endoplasmique (1: 1000) (Sigma-Aldrich), et -COP pour les vésicules de transports entre
le Golgi et le réticulum endoplasmique (1: 1000) (Sigma-Aldrich).
2.7 Microscopie confocale
Le marquage dc cellules HEK-293 (sur plaque de six puits dc 35 mm), transfectées
de façon stable et exprimant ECELI, a été effectué en fixant ces cellules et en les
perméabilisant en utilisant une solution méthanol/acétone (80/20 v/v) (5 ml). Au
préalable, les cellules avaient été rincées deux fois au PBS froid (5 ml. Les cellules ont
ensuite été incubées avec l’anticorps and-ECELI (7B6) (1: 1000) et soit randcorps anti
cainexine de lapin (1: 100) (reçu de Dr. John Bergeron, Université McGffl, MontréaO soit
l’anti-giantine de lapin (Ï : 1000) (Covance, Princeton, NJ).
Les complexes protéines/anticorps ont été révélés avec l’anticorps de chèvre anti-
souris Alexa-488 ou l’anticorps de chèvre anti-lapin Alexa-567 (Molecular probes, Eugene,
OR). La microscopie confocale a été effectuée l’aide d’un objectif xlOO Nikon Plan
Apochromat sur un microscope confocal muni d’un canal double BioRad 600 laser
scannmg, équipé d’un laser krypton/argon ainsi que des réflecteurs dichroïques permettant
de distinguer les marquages Alexa-4$$ et Alexa-567.
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2.8 Étude de marquage et de chasse (Pulse-chase)
Les cellules HEK-293 transfectées et exprimant ECELI ont été cultivées dans des
pétris de 60 mm usqu’à une confluence d’environ 75%, lavées à l’aide de milieu DMEM
dépourvu de méthionine (3 ml), puis incubées dans le même milieu (3 ml) pendant une
période de 20 minutes à 37°C . Les cellules ont ensuite été placées pendant 30 minutes à
37°C dans un milieu DMEM (3 ml) enricbi de [35Slméthionine (200 Ci/pétri) (ICN, Irvine,
CA).
Après ce marquage radioactif, les cellules ont été lavées deux fois avec du milieu
DMEM (2 ml) contenant un excès de méthionine non-radioactive (0.15 mg/ml) et une
chasse a été effectuée à divers temps d’incubation (t 0, 15, 30, 60, 90, 120 et 180 minutes).
Les cellules ont ensuite été lavées et récupérées dans du PBS froid (2 ml). Les cellules ont
été culottées par centrifugation (300 g), puis immédiatement solubilisées avec 200 il de
PBS/N-octylglucoside l% pendant une heure à 4°C et centrifugées (15 000 g). Le
surnageant a été recueilli et incubé avec l’anticorps monoclonal 7B6 (1 :1500) pendant 16
heures à 4°C, avec rotation constante. Un anticorps secondaire anti-souris (1 :100) a été
ajouté pendant 2 heures à 4°C et mélangé par rotation constante. Des billes de protéine A
Sepharose (Amersham Pharmacia Biotech mc, Baie d’Urfé, Canada)(25 i1 d’une suspension
IO%) ont été ajoutées et incubées pendant une période de deux heures à 4°C. Les billes ont
été récupérées par centrifugation (15 000 g), lavées trois fois (f ml) puis mises en
suspension directement dans un tampon Laemmli (80 il) (Laemmli, 1970). Le mélange a
été bouilli pendant trois minutes, puis centrifugé (15 000 g). Le surnageant a été analysé par
SDS-PAGE sur gel 7.5% et par fluographie. Certains échantillons ont été traités avec
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l’endoglycosidase H avant le dépôt sur gel, tel que décrit précédemment (Ghaddar et colt,
2000).
2.9 Solubilisaflon de ECEL1 de l’hypophyse de souris
Toutes les étapes ont été effectuées à 4°C. Les hypophyses de souris femelles
BALB/c (âgées de 3-4 semaines) ont été homogénéisés (10% w/v) dans 5 ml de tampon
d’homogénéisation (25 mM Tns-HC1, pH 7.5, 3 M NaCl, 50 mM EDTA, I mlvi pepstatine
A, 2 g/ml leupeptine, 2 cg/ml aprotinine, 0.6 mI’1 PMSF and 2 tnM 13-mercaptoethanol)
en utilisant un homogénéisateur Polytron.
L’homogénat a été centrifugé à 1000 g pendant 15 minutes et le surnageant a été
conservé à 4°C. Le culot a été lavé (1 ml) avec le tampon d’homogénéisation contenant 1%
Triton X-100, incubé 1 heure puis centrifugé à 100,000 g pendant 60 minutes. Le
surnageant (150 tl total, 30 iil par échantillon) a été analysé par SDS-PAGE suivi d’un
immunobuvardage à l’aide de l’anticorps monoclonal and-ECELI 7B6 (1 :7000). Des
échantillons ont été traités avec l’endo H et la PNGase F préalablement au dépôt sur gel, tel
que décrit précédemment (Ghaddar et colt., 2000).
2.10 Production et purification de l’ectodomaine de ECEL1
Des cellules LLC-PK1 (ponine kidny ceils ; ATCC #CL-101), transfectées de manière
stable avec le vecteur pCDNA3/RSV/NEP2-ECEL1, ont été mises en culture dans du
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milieu 199 (Gibco/BRL) supplémenté de 5% (v/v) de sérum bovin foetal (Medicorp), de
100 ig/m1 de pénicilline (Gibco/BRL), de 100 g/nil de streptomycine (Gibco/BRL) et de
0,25 ig/m1 de fongizone (Gibco/BRL). Lorsque les cellules ont atteint la confluence, elles
ont été lavées une fois avec du PBS (10 ml). Puis, 20 ml de milieu de culture (milieu 199
avec 10% Profihix S6 (Bio Media) et 1% de butyrate de sodium) ont été ajoutés par pétri.
L’induction a été effectuée pendant 4 jours. Ensuite, le milieu a été récupéré et centrifugé
pendant 5 minutes à 1 000g. Le milieu a alors été centrifugé de nouveau pendant 10
minutes à 10 000g à 4°C. Finalement, le surnageant a été filtré sur membrane 0.22 jim.
Le filtrat a été concentré sur membrane Sartocon micro 50 kDa (Sartonus) jusqu’à
50 ml, puis conservé à 4°C. La conductivité du fihrat concentré a été ajusté à celui du
tampon A (25 mM Tris pH 7.5 et 50 mlvi NaC1), c’est-à-dite à 15Q ( 4.5 mmho) en diluant
le filtrat avec le tampon A sans NaCI (jusqu’à un volume final de I litre). De plus, le pH a
été ajusté à 7.5 avec de l’acide acétique iN. Suite à ces étapes, la solution a été filtrée de
nouveau sur membrane 0.22 tim (filtre tow protein binding).
Une fois le milieu préparé, la purification a été effectuée sur FPLC. Une colonne
Source 15Q de 12 ml (Amersham, Arlington Heights, IL) a été utilisée. Le chargement de la
colonne a été effectué à 4°C pendant 16 h, à environ 45 ml/heure avec l’utilisation d’une
pompe (Pharmacia). Une fois la colonne chargée, elle a été lavée avec du tampon A (5
ml/min) jusqu’à ce que la densité optique atteigne la ligne de base. Tout ce qui a été élué de
cette façon a été récupéré en une seule fraction (Wash). Par la suite, une élution a été
effectuée avec une concentration croissante de tampon B (25 mM Tris pH 7.5, 1 M NaCl) à
une vitesse de I ml/min. Les produits d’éludon ont été récoltés à chaque minute pour un
total de 50 fractions.
C) Ensuite, des échantillons de 30 l1 des fractions obtenues ont été déposé sur gel
98
SDS-PAGE 7.5%, en plus d’échantillons de la solution initiale, de la fraction non-liée (Ftow
thrwtgh) et de la fraction de lavage (Wash). Un immunobuvardage de type Western avec
l’anticorps anti-ECEL1 (7B6) a permis l’identification des fractions contenant ECELI. En
parallèle, un gel SDS-PAGE 7.5% chargé des mêmes échantillons a été coloré au nitrate
d’argent, permettant la détection de la présence protéique dans chacun des échantillons.
Les fractions positives montrant le moins de contaminants ont été mises en commun.
2.11 Hydrolyse de pepfides et analyse par chromatographie liquide haute-
performance
La galamne, la Met-enképhaline, la Leu-enképhaline, la bradykininc, la calcitonine, la
Big-endothéline-1, l’endothéline-l, la substance P, l’OGP, le PTH184, PTHrP134, u-CGRP
ainsi que le peptide synthétique Z-gly-gly-leu-pNa Peninsula Laboratories, San Carlos CA)
ont été utilisés comme substrat. Pour la détermination de l’activité enzymatique de ECELI,
chaque peptide (110 iM) a été incubé avec 300 ng de ECELI purifiée dans 100 il de 50
mM MES ([2-(N-morpholino)ethansulfomc acidi) ou 50 mM TRIS
(tris(Hydroxymethyl)aminomethane), à des pH variant de 5.5 à 8.5, avec des concentrations
en sel (NaC1) variant de O à 150 mM, ainsi qu’en présence ou non de I mM Ca2 (CaCl), à
37°C pendant 1 heure. L’hydrolyse a été stoppée par l’addition d’EDTA, à une
concentration finale de 5 mlvi. Comme contrMe, 5 mlvi d’EDTA ont été ajoutés dans les
mêmes échantillons, avant l’hydrolyse.
L’hydrolyse peptidique a été analysée par HPLC en phase inverse RP-HPLC). Le
RP-HPLC a été effectuéc sur une colonne analytique jiBondapak Cl 8 Waters, Mississauga,
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ON), à l’aide d’un détecteur liV ajusté à 220 nm. La résolution des peptides a été effectuée,
en 20 minutes, par un gradient linéaire, à un débit de I ml/min (phase mobile A: 0.1%
acide trifluoroactétique ÇfCA) et phase mobile B: 80% acétonitrile [CH3CN], 0.1% TCA).
Chaque réaction enzymatique a été gardée dans la zone de linéarité de détection de l’appareil
HPLC. Toutes les digestions enzymatiques ont été effectuées en triplicata (n 3).
2.12 Immunoprécipitation ECEL1 /Cainexine
Les cellules GH3 exprimant ECELI de façon endogène ont été mises en croissance
sur des pétris de 100 mm et maintenues dans un milieu F12 (BRL Life Technologies,
Burlington, ON, Canada) supplémenté de 12.5% v/v) de cosmic (HyClone Laboratodes)
et de 2.5% de sérum bovin foetal (Medicorp) à 37°C sous 5% C02 et 95% air. À un niveau
de confluence d’environ $O%, les cellules ont été lavées et récupérées dans du PBS froid (5
ml).
Les cellules ont été culottées par centrifugation (300 g), puis immédiatement
solubilisées avec 200 iil de N-octylglucoside I % pendant une heure et centrifugées (15 000
g). Le surnageant a été recueilli et incubé avec l’anticorps monoclonal 7B6 (1 : 1000) ou
avec l’anticorps anti-cainexine de lapin (1: 100) (reçu de Dr. John Bergeron, Université
McGffl, Montréal) pendant 16 heures, à 4°C, avec rotation constante. Des billes de protéine
A-Sepharose (Amersham Pharmacia Biotech mc, Baie d’Urfé, Canada) (25 d d’une
suspension 10%) ont été ajoutées et incubées pendant une période de 2 heures à 4°C. Les
billes ont été récupérées par centrifugation (15 000 g), lavées trois fois avec I ml dc tampon
Q d’immunoprécipitadon (10 mM Tris pH7.4, 150 I NaC1, I % Na-deoxycholate, I 0¼ triton
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X-100, 0.1% SDS, 0.1% BSA, 1 mM méthionrne, I mlvi PMSf, 0.0005% aprotinine) puis
mises en suspension directement dans un tampon Laemmli (80 1il), et des échantillons de 25
d ont été utilisés (Laemmli, 1970).
Le mélange a été bouilli pendant 3 minutes, puis centrifugé (15 000g). Le
surnageant a été analysé par SDS-PAGE sur gel 7.5% suivi d’un immunobuvardage avec
soit l’anticorps monoclonal anti-ECELI 7B6 (1: 10 000), soit l’anticorps anu-cainexine de
lapin (1: 1 000). Les anticorps secondaires HRP (DAKO) appropriés ont été utilisés pouf
la révélation (1: 2 000).
2.13 Immunoprécipitafion et immunobuvardage de BiP et ECEL1
Des cellules GH3 exprimant ECELI de façon endogène ont été mises cn croissance
sur des pétris de 100 mm dans le milieu F12 supplémenté de la même façon qu’expliqué
dans la section 2.4. Elle ont été incubées en présence ou en absence de DTI
(concentration finale 4 mM) pendant une période de 24 heures, à 37°C. Les cellules ont
ensuite été lavées trois fois au PBS (5 ml) puis récupérées par grattage dans 5 ml de PBS.
Les cellules ont été culottées par centrifugation (300 g), puis immédiatement
solubilisées avec 200 il de N-octylglucoside 1% pendant une heure, à 4°C et centrifugées
(15 000 g). Le surnageant a été recueilli et incubé avec l’anticorps monoclonal 7B6 (1:
1000) ou l’anticorps de lapin anti-Hsp7O @iP) (1: 200) (Santa Cruz Biochemicals, CA)
pendant 16 heures, à 4°C, avec rotation constante. Des billes de protéine A-Sepharose
Amersham Pharmacia Biotech hic, Baie d’Urfé, Canada) (30 pi d’une suspension 5O%) ont
C été ajoutées et incubées pendant une période d’une heure, à 4°C. Les billes furent
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récupérées par centrifugation (15 000 g), lavées trois fois avec I ml de tampon
d’immunoprécipitation puis mises en suspension directement dans un tampon Laemmli (80
iii). Des échantillons de 25 i1 ont été utilisés (Laemrnli, 1970).
Le mélange fut bouilli pendant trois minutes, puis centrifugé (15 000g). Le
surnageant a été analysé par SDS-PAGE sur gel 7.5%, suivi d’un immunobuvardage de type
Western avec l’anticorps monoclonal de souris anti-ECELI 7B6 (1 : 7 000) ou l’anticorps
polyclonal de lapin anti-Hsp70 (BiP) (1: 1 000). Les anticorps secondaires HRP (DAKO)
appropriés ont été utilisés pour la révélation.
2.14 Test au glycérol
Des cellules HEK-293T (Fltirnan embyonic kiduey ceils: ATCC) ont été mises en
culture dans un milieu DMEIVI (Dulbecco ‘s modfled Eagte ‘v medium) (BRL Life Technologies,
Burlington, ON, Canada) supplémenté de J 0% de sérum bovin foetal (Medicorp) à 37°C
sous 5% C02 et 95% air. Vingt-quatre ou quarante-huit heures avant la collecte des
cellules, du glycérol a été ajouté à une concentration finale de 1M. Lors de la récupération,
le milieu a été enlevé et les cellules ont été lavées deux fois dans du PBS (5 ml). Par la suite,
un bâtonnet a été utilisé pour faire décoller les cellules dans 5 ml de PBS. Les cellules
récupérées ont été centrifugées (300 g), puis le surnageant de PBS a été éliminé. Une
solution de PBS 1% N-octylglucoside a été ajouté (200 d) et l’incubation s’est prolongée
pendant une heure à 4°C. Par la suite, une centrifugation de 15 minutes à 14 000 g à 4°C
été effectuée et le surnageant a été récupéré. Des échantillons de 30 i1 ont été déposés sur
O
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gel SDS-PAGE 7.5%. Un transfert sur membrane de mtrocellulose a suivi et a servi à
l’immunobuvardage de type Western avec l’anticorps anti-ECELI 7B6 (1: 7 000).
2.15 Régulation de l’expression génique de ECEL1
2.15.1 Test d’hypoxie
Des cellules GH3 (ATCCCCL-82.1) ont été mises en culture dans le milieu F12
(Invitrogen, Burlington, ON, Canada) complémenté de 12.5% (v/v) de cosmic (HyClone
Laboratories) et de 2.5% de sérum bovin foetal (Medicorp) sur des pétris de 100 mm. Pour
le test d’hypoxie en fonction de la concentration de chlorure de cobalt, différentes
concentrations finales de CoCl2 (50, 100, 150 et 200 pJ\/l) ont été ajoutées 4 heures avant la
récupération des cellules. Pour ie test d’hypoxie en fonction du temps, les cellules ont été
mises en présence de 150 l1IvI CoCl2 pendant différentes périodes de temps (1, 2, 4, 8 ou 24
h). Lors de la récupération des cellules, le milieu a été enlevé et les cellules ont été lavées
deux fois dans du PBS (5 ml). Les pétris ont immédiatement été placés à -70°C pour
utilisation ultérieure (voir section 2.15.3).
2.15.2 Induction de la réponse des protéines non fepliécs (unfolded protein
response)
Des cellules GH3 exprimant ECELI de façon endogène ont été mises en croissance
sur des pétris dc 100 mm dans le milieu F12 supplémenté de la même façon qu’expliqué
dans la section 2.15.1. Dans le but d’induire une réponse UPR, elles ont été incubées en
O présence de D1T à 37°C. Pour l’éde de la réponse UPR en Fonction de la concentration
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de DTT, les cellules ont été mises en présence de concentrations variées de DTT (1, 2, 4, 6
ou 10 mM) pendant une période d’incubation de 4h. Pour l’étude de la réponse UPR en
fonction du temps, les cellules ont été mises en présence de 4 mM DTT pendant des
périodes d’incubations variées (f, 2, 4, 8 ou 24 h). Lors de la récupération des cellules, le
milieu a été enlevé et les cellules ont été lavées deux fois dans du PBS (5 ml). Les cellules
ont ensuite été soumises au protocole d’extraction d’ARN tel qu’expliqué dans la section
2.15.3. Ensuite, les échantillons ont été utilisés pour une amplification RT-PCR, à l’aide des
amorces de ECELI et 3-actine rapportées dans la section 2.15.4.
2.15.3 Extraction d’ARNm des cellules GH3
L’ARN total a été isolé grâce à l’utilisation de la trousse d’extraction RNeasy
(Qiagen, Mississauga, Ontario, Canada), en suivant les recommandations du manufacturier.
La solution contenant l’ARN a été soumise à une digestion à la désoxyribonucléase (sans
RNase) (Qiagcn) dans le but d’éliminer toute contamination d’ADN génomique potentielle.
La concentration d’ARN a été déterminée par absorbance à 260 nm; les quantités d’ARN
récoltées pour tous les traitements étaient similaires et reproductibles ($0-100 .ig d’ARN
total par pétri). Tous les échantillons d’ARN possédaient un ratio d’absorbance 260/280
nm plus grand que 1.6.
2.15.4 Semiquanufication de I’ARNm de ECEL1 par RT-PCR
Les changements des niveaux d’ARNm de ECELI ont été déterminés par RT-PCR
scmiquantitahf. L’ARN total (0.26 jig) a été transcrit par transcriptase inverse, et l’ADNc a
été amplifié par PCR grâce à l’utilisation de la trousse One-Step RT-PCR (Qiagen) en suivant
(Z les recommandations du manufacturier, en présence d’un inhibiteur de ribonucléase
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(Applied Biosystems, Foster City, CA). Le gène B-actme a été utilisé comme contrôle
interne. Pour l’amplification d’ADNc, les oligonucléotides suivant ont été utilisés: 5’-
CATGCTGGCGCTCAAATACCTGG-3’ et 5’- AGATCATCATATFCTGACACAG-3’
pour les brins sens/antisens de l’ADNc ECELI de rat (mêmes séquences pour humain et
souris), et 5’-CCATGTACGTAGCCATCCAG-3’ et 5’-
GCACGATFTCCCTCTCAGCTGT-3’ pour les brins sens/antisens de l’ADNc de la t
actine de rat (no. d’accès V01217).
Parce que des tests initiaux ont montré un niveau d’amplification linéaire, à
différents nombres de cycles, pour chaque produit (ECELI et B-actine), les différents
ADNc ont été amplifiés en même temps dans différents tubes. Suite à la dénaturation
initiale à 95°C pendant 15 minutes, 20 ou 30 cycles ont été effectués pour amplifier la B
actine et ECELI, respectivement. Chaque cycle consiste en une étape de dénaturation,
d’hybridation, et d’amplification de, respectivement, I minute à 94°C, 1 minute à 49°C, et 1
minute à 72°C, suivies par une extension finale de 10 minutes, à 72°C.
La RT-PCR a été effectuée à l’aide d’un thermocycleur Peltier (MJ Research Inc.,
Boston, MA). Les produits de PCR ont été séparés par électrophorêsc sur gel d’agarose
1%, puis colorés au bromure d’éthidium dans le but de visualiser et quantifier les bandes par
densitométne informatisé, en utilisant le système ChemicDoc ainsi que le logiciel Quantity
One (Bio-Rad Laboratones, Hercules, CA). Tel que prévu, l’amplification par PCR a résulté
en des produits de grandeur égales à, respectivement, 237 et 758 pb, pour la B-actine et
ECEL1. Les valeurs densitométriques des produits de RT-PCR de ECELI ont été
normalisés par rapport à ceux correspondant à la B-actine, tel qu’effecmé par Vargas et coiL
(Vargas et cotL, 2003). L’intensité de la B-actme par microgramme total d’ARN n’a pas varié
significativement entre les divers traitements. Deux contrôles négatifs et échantillons sans
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réaction de RT ou sans ARN ont été inclus et aucun produit n’a été visualisé dans ces
conditions, éliminant ainsi la possibilité d’une amplification ou d’une observation d’ADN
génomique ou de contaminants exogènes.
CHAPITRE 3- RÉSULTATS
ÉTUDE DE LA LOCALISATION CELLULAIRE DE ECEL1
(ENDOTHELIN-CONVERTING ENZYME-LIIŒ 1)
3.1 Production d’anticorps monoclonaux de souris
Dans le but d’obtenir les outils nécessaires pour étudier la localisation cellulaire de
ECEL1, nous avons immunisé des souris BALB/c avec un fragment de la séquence de
ECEL1 (région N-terminale de l’ectodomaine de ECELI humain correspondant aux acides
aminés Asp147-A1a465). Après deux injections d’antigène ECELI, les sérums des souris ont
été prélevés (dilution 1: 750), puis testés par immunobuvardage de type Western sur des
échantillons de fragments de ECELI purifiés.
Tel qu’observé à la Figure 1, les sérums se sont tous révélés positifs. À titre
comparatif un échantillon sérique de la souris 1 avait été prélevé avant la première
immunisation; celui-ci, lorsque testé sur les mêmes extraits cellulaires, n’est pas en mesure
de reconnaître ECELI. Les mêmes résultats ont été obtenus pour les sérums pré-immuns
des autres souris (données non montrées), ce qui confirme l’efficacité de l’immunisation des
souris. La souris 2 montre un signal lorsque l’antisérum a été testé sur des extraits de
cellules HEK-293 transfectées avec ECELI (J-1EK293-ECELI) et LLC-PK1 transfectées
(LLC-PK1-ECEL1)(Figure 2, lignes 2 et 4 respectivement). Comme contrôle négatif des
extraits cellulaires de lignées HEK-293 et LLC-PK1, transfectées avec le plasmide ne




Figure 1: ÉvaLuation des différents antisémms provenant des souris immunisées avec un
fragment de ECELI comme antigène
L’efficacité de l’andsénim de chaque souris (souris I i 6) a été vérifié par immunobuvardage de type Western
sur lig d’anhgène ECEL1 (fragment purifié). Le premier puits (Preimmun) sert de contrôle pré-immun, et
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Figure 2: L’antisémm de la souris 2 immunisée avec l’antigène ECEL1 reconnaît
spécifiquement la protéine dans des lignées cellulaires transfectées HEK293-ECELI
et LLC-PK1-ECEL1
Des extraits provenant de cellules HEK-293 et LLC-PK1 transfeetées et exprimant ECELI (FŒK293-ECELI
et LLC-PK1-ECELI, respectivement) ont été séparés par SDS/PAGE sur un gel 7.5 % dans des conditions
réductrices, et analysés par immunobuvardage de type Western en utilisant l’antisérum de la souris 2. Les puits
FWK293-mock ainsi que LLC-PK1-mock servent de eontsôle négatif.
4% eo’ o’
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été utilisés; les antisérums ne reconnaissent aucune protéine dans ces extraits (Figure 2,
lignes 1 et 3 respectivement), ce qui confirme la spécificité des antisérums pour la protéine
ECELI. Les mêmes résultats ont été obtenus avec les autres antisérums (données non
publiées).
Les anfisérums de toutes les souris immunisées reconnaissent donc, à différents
degrés, l’antigène ECEL1 (données non pitbtiées). Toutefois, la souris 2 a montré de meilleures
aptitudes lors de l’analyse d’inimunobuvardage de type Western. De plus, l’antisénim de
cette dernière possède le même titre en immunobuvardage qu’en ELISA (la souris 2
possède un titre de I : 7 000) (données non publiées. En regard à ces résultats, nous avons
procédé à la fusion de cellules de rate de la souris 2 avec des myélomes en culture. Environ
2000 clones ont été obtenus et les surnageant de culture d’environ 800 hybridomes ont été
testés par ELISA. Quelques dizaines de clones ont été jugés positifs suite à cette analyse.
Les 18 hybndomes montrant les meilleurs résultats lors de l’analyse ELISA ont été testés
par immunobuvardage de type Western (Figure 3). Environ la moitié des hybridomes testés
a montré des résultats positifs. L’autre moitié a été jugée comme étant des faux positifs au
test ELISA. Par la combinaison des résultats des tests ELISA et d’immunobuvardage sur
les hybridomes sélectionnés, le clone 7B6 a été choisi. C’est donc cet anticorps monoclonal
qui a été utilisé lors de tous les tests requérant l’identification de la protéine ECELI.
3.2 L’anticorps monoclonal 7B6 reconnaît spécifiquement ECELI
La spécificité de l’anticorps monoclonal 7B6 vis-à-vis des autres membres de la




Figure 3: Analyse par immunobuvardage de type Western des meilleurs hybndomes, selon le
test ELISA
L’efficacité de 18 des meilleurs hybridomes, selon le test ELISA, a été testé. Des extraits cellulaires dc
HEK293-ECELI ont été analysés par SDS/PAGE sut un gel 7.5% dans des conditions réductrices, et




exprimant soit ECELI humaine, PHEX humaine, EPN de lapin, NEP2 de souris ou ECE
I humain. L’analyse d’inimunobuvardage de type Western montre que l’anticorps reconnaît
une bande ECELI migrant à approximativement 95 kDa (Figure 4, ligne 5). Cet anticorps
ne reconnaît pas les protéines recombinantes ECE-1, PHEX, EPN ou NEP2 (Figure 4,
lignes 1-4, respectivement). Toutefois, ces protéines ont été détectées lorsque la membrane
a été réutilisée avec leur anticorps correspondant (n”suttats non montréi).
3.3 Deux protéines ECELI, différentes dans leur état de glycosylation, sont
présentes dans des cellules transfectées
L’imrnunobuvardage d’extraits de cellules HEK-293 contrôles et transfectées, avec
l’anticorps monoclonal 7B6 spécifique à ECELY, a permis la détection d’une bande de 95
kDa dans l’extrait des cellules transfectées (figure SA, ligne 3), alors qu’aucune bande n’était
visible dans les extraits des cellules contrôles (Figure 5A, ligne f). Aucune protéine n’a été
détectée dans le milieu de culture (figure SA, lignes 2 et 4, pour les cellules contrôles et
transfectées, respectivement). Dans ie but de caractériser l’état de glycosylation de ECEL1,
la protéine a été soumise à une déglycosylation par la PNGase F (peptide N-glycosidase F)
et par l’endoglycosidasc H (endo H). La PNGasc F enlève les oligosaccharides riches en
mannose, ainsi que la plupart des complexes N-liées a’outés dans l’appareil de Golgi. En
contraste, l’endoglycosidase H enlève les chaînes des ohgosacchandes N-liés riches en
mannose sur des glycoprotéines situées dans le réticulum cndoplasmique et qui n’ont pas
encore effectué un transit vers l’appareil de Golgi. C’est donc dire qu’une résistance à
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Figure 4: Spécificité de l’anticorps monoclonal anti-ECELI 7B6
Des extraits de cellules HEK-293 transfectées avec l’ADNc de BCEL-1, PHEX, NEP ou ECELI Qigries 1,2,
3 ai-id 5 respectivement) ou le milieu de culture de cellules HEK-293 transfectées avec l’ADNc de NEP2 (ligne
4) ont été analysés par SDS/PAGE sur un gel 75 % dans des conditions réductrices, et détectés par
unmunobuvardage de type Western en utilisant l’anticorps anti-ECELI 7B6. La position des marqueurs de
masse moléculaire (en kDa) est montrée à gauche.
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Figure 5: Analyse par immunobuvardage des cellules HEK-293 transfectées et exprimant
ECEL1
(A) Des extraits cellulaires (C) ou le milieu de culture (I\1) de cellules HEK-293 transfectées avec ECELI, ou
non transfectées, ont été séparés par SDS-PAGE sur un gel 7.5% dans des conditions réductrices, et détectés
par immunobuvardage de type Western en utilisant l’anticorps an-ECELl 7B6. (B) Des extraits de cellules
HEK-293 transfectées avec ECEL1 ont été analysés tel qu’en (A), sans traitement (ligne 1) ou après digestion
avec la PNGase F (ligne 2) ou l’endo H (ligne 3). La position des marqueurs de masse moléculaire (en kDa)
est montrée à gauche.
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s’est rendue à l’appareil de Golgi. Le traitement à la PNGase f révèle que la protéine
ECELI est N-glycosylée, puisque la masse moléculaire diminue d’environ 10 kDa, soit de
95 kDa à environ 85 kDa (Figure 5B, comparaison des lignes I et 2). Une dimirution de la
masse moléculaire de cet ordre est en accord avec les trois sites potentiels de N
glycosylafion dans la séquence primaire de ECELI (Valdenaire et col!., 1999). La digestion,
par l’endo H, d’extraits de cellules transfectées avec ECELI, a aussi résulté en une
augmentation de la mobilité électrophorétique de la grande majorité des protéines ECELI
(Figure 5B, ligne 3). Toutefois, une petite portion de ECELI affichant une mobilité
électrophorétique d’environ 105 kDa, est restée résistante à cette digestion par l’endo H
(Figure 5B, ligne 3). Cette espèce n’a cependant pas été observée dans les échantillons non
traités (Figure 5B, ligne 1), probablement en raison de la grande intensité dc la bande de 95
kDa. A titre de contrôle pour la digestion à l’endo H, l’EPN, un membre de la famille
connu pour sa localisation à la membrane plasmique (Devault et cott, 1988), a été exprimé
dans des cellules HEK-293 et a montré une résistance lors de la digestion à l’endo H
(résultats izon montrés). Nos résultats indiquent qu’au moins deux formes de protéines
ECELI, différentes dans leur état de glycosylation, sont présentes dans les cellules
transfectées HEK-293. L’espèce majoritaire de 95 kDa n’a pas acquis d’oligosacchandes
complexes, suggérant qu’elle n’a pas voyagé jusqu’au complexe golgien. A l’opposé,
l’espèce minoritaire de 105 kDa a acquis des oligosacchandes complexes, suggérant un
transit dans le complexe golgien et, possiblement, jusqu’à la membrane plasmique.
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3.4 L’espèce de 105 kDa est présente à la membrane plasmique. alors que
celle de 95 kDa est localisée dans le RE
Pour vérifier l’hypothèse que la forme minoritaire ECELI 105 kDa était localisée à
la surface cellulaire, des cellules transfectées HEK-293 ont été soumises à une biodnylation
de surface. Le matériel lié à l’avidine contient deux bandes, ayant des masses moléculaires
respectives de 100 et 105 kDa (Figure 6, ligne 1). Les deux espèces sont sensibles à la
digestion à la PNGase F (Figure 6, ligne 2), alors que seule la protéine de 100 kDa est
sensible à la digestion à l’endoH (Figure 6, ligne 3). En contraste, le surnageant contenant
le matériel non biodnylé non lié à l’avidine montre seulement la protéine de 95 kDa (Figure
6, ligne 4). Celle-ci est sensible à la PNGase F autant qu’à l’endo H (Figure 6, lignes 5 et 6,
respectivement). À titre de contrlie, aucune actme biotinylée n’a été détectée lorsque la
membrane a été testée avec l’anticorps anti-actine (résultats non montrés). En absence de
biotinylation, ECEL1 n’est pas associée avec le culot d’avidine (Figure 6, ligne 7), mais est
présente dans le surnageant (Figure 6, ligne 8). L’absence d’oligosacchandes complexes sur
la forme majoritaire de ECELI suggère qu’elle est présente dans un compartiment en
amont de l’appareil de Golgi, possiblement le RE.
Dans le but de confirmer la localisation sous-cellulaire de ECELI, des cellules
HEK-293 ont été fixées, perméabilisées et marquées avec l’anticorps anti-ECELI et soit
l’anticorps anti-calnexine, soit l’anticorps anti-giantine comme, respectivement, marqueurs
du RE Wada et coiL, 1991) et de l’appareil de Golgi (Linstedt et Hauri, 1993). Elles ont par
la suite été examinées par microscopie confocale. Les anticorps and-ECEL1 et anti
calnexine ont affiché un marquage ponctué similaire et la superposition des deux images
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Figure 6: Biotrnytation de ECEL1 sur la surface cellulaire
Des cellules HEK-293 transfectées ont été incubées avec de la biotine NHS-SS puis solubilisées. Les
protéines biotinylées ont été séparées des protéines non-marquées par l’addition de résine NeutrAvidin. La
présence de ECELI dans le culot ou le surnageant a été détectée par immunobuvardage, grâce à l’utilisation de
l’anticorps anti-ECELI 7B6 suite à la séparation des protéines par SDS/PÂGE sur gels 7.5%. P, culot; S,
surnageant; C, contrôle; F, traitement à la PNGase F; H, traitement â l’endo H. La position des marqueurs
de masse moléculaire (en kDa) est montrée à droite.
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Figure 7: Colocalisation de ECEL1 avec la cainexine
Des cellules HEK-293 transfectées exptimant ECELI ont été perméabilisées et marquées avec l’anticorps
anti-ECELI (736) et l’anticorps anti-souris de chèvre Alexa-488 (images identiées Œ-ECEL1). Le même
champ a été marqué avec les anticorps anti-cainexine (marqueur du RE) et anti-lapin de chèvre Alexa-567
(images identi€iées a-calnexine) ou and-giantine (marqueur du Golgi tir et médiat) et anti-lapin de chèvre Alexa
567 (images Œ-gtandne). Les images centre-droite montrent la superposition des images de ECEL1 et du
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Figure 8 : Fractionnement sous-cellulaire de cellules HEK-293 transfectées avec ECELI
Des extraits de cellules I-IEK-293 transfectées exprimant ECEL1 ont été centrifugés sur un gradient de
sucrose 22-6O/ (w/v). Le gradient a été fractionné, et les fractions ont été analysées par SDS/PAGE sur un
gel 7.5% et immunobuvardage en utilisant des anticorps dirigés contre la cainexine, -COP ou ECEL1. La
position des marqueurs de masse moléculaire (en kDa) est visible à droite.
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montre une colocalisadon quasi parfaite (Figure 7, images du haut). En contraste, ECELI
n’a pas localisé avec le marqueur du Golgi, la giantine (Figure 7, images du bas).
Les cellules HEK-293 transfectées ont aussi été fractionnées sur gradient de sucrose
et la distribution de ECELI dans ce gradient fut comparée à celle de fl-COP (un marqueur
des vésicules de transport Golgi au RE) ainsi qu’à la cainexine. La distribution de la
protéine ECELI s’apparente énormément à celle dc la calnexine (Figure 8), ce qui confirme
donc la présence de ECELI dans le RE.
3.5 L’ECELI endogène montre une distribution à la membrane plasmigue
ainsi qu’au RE, dans les cellules hypophysaires de souris
Dans le but de déterminer si ECEL1 endogène est majoritairement localisée dans le
RE, des extraits d’hypophyse de souris, un tissu identifié pour exprimer I’ARNm de ECELI
(Valdenaire et coiL, 1999), ont été analysés par immunobuvardage de type Western à l’aide de
l’anticorps monoclonal 7B6. La protéine ECELI de 95 kDa a été observée dans ces extraits
cellulaires (Figure 9, lignel). Cette protéine est sensible à la digestion à la PNGase F (Figure
9, ligne 2), ce qui indique qu’il s’agit d’une glycoprotéine. Comme pour les cellules
transfectées, la digestion à l’endo H a révélé la présence de deux espèces (Figure 9, ligne 3).
L’espèce majoritaire voit sa masse moléculaire diminuer à 85 kDa par le traitement avec
l’endo H, alors que l’espèce minoritaire de 105 kDa est résistante à cette digestion. Ces
résultats indiquent que ECEL1 n’a pas acquis de sucres complexes. Si elle est présente,




Figure 9: Analyse par immunobuvardage de ECEL1 endogène d’hypophyse de souris
Des homogénats d’hypophyse de souris ont été séparés par SDS/PAGE sur gels 7.5°/ en conditions
réductrices. ECELI a été révélée par immunobuvardage grâce l’utilisation de l’anticorps monoclonal ants
ECELI 7B6, sans traitement (ligne Ï) ou après traitements avec la PNGase F (ligne 2) ou endo H (ligne 3). La






3.6 L’utilisation d’un chaperon chimique semble influencer le ratio de la
localisation sous-cellulaire de ECEL1
Dans le but d’évaluer si le repliement de ECELI est impliqué dans le ralentissement
ou, à la limite, dans la rétention de ECELI au réticulum endoplasmique, nous avons étudié
l’effet d’un chaperon chimique sur la biosynthèse de ECELI. Le glycérol, un petit polyol
perméable aux membranes agit comme chaperon chimique dans la stabilisation de la structure
protéique (Brown et cotL, 1996 ; Sato et nitt, 1996). Des cellules HEK293 transfectées et
exprimant ECELI (HEK293-ECELI) ont été incubées en présence ou non de glycérol
(1 M), pendant une période de 24 h. Pour évaluer l’effet de ce chapeivn chimique et observer
si la protéine ECEL1 demeure ou non dans le réticulum endoplasmique, l’analyse de la
résistance aux endoglycosidases a été utilisée.
L’immunobuvardage d’extraits de cellules HEK293-ECEL1 en absence de glycérol,
avec l’anticorps monoclonal 7B6 spécifique à ECELI a détecté la bande de 95 kDa
caractéristique de ECELI (Figure 10, ligne 1). La protéine recombinante a ensuite été
soumise à une déglycosylation par la PNGase F (peptide N-glycosidase F) et à
l’endoglycosidase H (endo H). Le traitement à la PNGase F a révélé que la protéine
ECELI est N-glycosylée, sa masse moléculaire diminuant d’environ 10 kDa, soit de 95 kDa
à environ 85 kDa (Figure 10, ligne 2). La digestion d’extraits de cellules avec l’endo H a
aussi résulté en une augmentation de la mobilité électrophorétique de la grande majorité des
protéines ECELI. Seulement environ IO% de la protéine s’est révélée résistante à la
digestion (Figure 10, ligne 3). Ces résultats confirment ceux retrouvés en section 3.3 (et
voir Figure 5A du chapitre 3).
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Figure 10: Effet d’un chaperon chimique (glycérol) sur la localisation de la protéine ECELI
Des extraits de cellules HEK-293 transfectées avec ECELI traitées ou non (- ou + glycérol 1M, incubation
d’une durée de 24 h) ont été séparés par SDS-PAGE sur un gel 7.5% dans des conditions réductrices, et
détectés par immunobuvardage de type Western en utilisant l’anticorps anti-ECELI 7B6. Les échantillons ont
été analysés sans traitement (lignes I et 4), après digestion avec la PNGase F (lignes 2 et 5) ou avec l’cndo H
(lignes 3 et 6). La position des marqueurs moléculaires (en kDa) est montrée à gauchc.
F H F H
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en présence de glycéfol a montré qu’une plus grande proportion de ECELI (environ 3O%)
est résistante à la digestion (Figure 10, ligne 6). Ces résultats laissent supposer qu’un
chaperon chimique (i.e. glycérol) peut influencer le ratio intracellulaire/membrane
plasmique.
3.7 Les deux premières cystéines de l’ectodomaine de ECEL1 ne montrent
pas un alignement conservé avec les autres membres de la famille de
l’endopeptidase neutre, et ce positionnement n’est pas responsable de la
rétention/localisation au RE
L’ectodomaine de l’EPN adopte une structure globulaire compacte localisée très
près de la membrane plasmique et stabilisée par les ponts disulfiire entre résidus cystéines
Kenny et cott., 1983). Ces résidus cystéine sont consenrés chez tous les membres de la
famille de l’EPN et leur patron d’appariement est maintenant connu grâce à la
détermination de la structure tridimensionnelle de l’EPN (Oefner et cotL, 2000). Cependant,
en alignant toutes les séquences des membres dc la famille de l’EPN, on observe que les
deux premières cystéines de ECEL1 sont les seules parmi les divers membres, à ne pas être
alignées (Figure 11). De plus, chez les autres membres, les deux premières cystéines sont
séparées par quatre acides aminés, alors que seulement trois séparent les même résidus chez
ECEL1 (Figure li). Dans le but de déterminer si le positionnement des deux premières
cystéines était responsable de la rétendon/localisadon de ECELI dans le RE, une forme
mutée de ECEL1 a été construite. Les deux premières cystéines ont été placées en
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alignement parfait par rapport aux autres membres et ont été séparées par quatre résidus de
la même manière que pour les cystéines des autres membres (Figure 11, ECELI mut). Des
cellules HEK-293 ont été transfectées avec la forme mutée et des extraits cellulaires ont été
analysés par nnmunobuvardage de type Western, avec ou sans digestion à la PNGase F ou à
l’endo H. Tel qu’observé pour ECEL1, la protéine mutante ECELI
C9SG/C99G/PIOOC/FIO5C est sensible à la digestion à la PNGase f autant qu’à l’endo H
(Figure 12, lignes 1 à 3), ce qui démontre que la protéine n’a pas acquis de sucres
complexes.. Ces résultats indiquent que la forme mutée reste, à l’image de ECELI, localisée
dans le RE et que la position inhabituelle des deux premières cystéines de l’ectodomaine de
ECELI ne semble pas responsable de la rétention/localisadon de cette enzyme dans le RE.
3.8 La protéine ECEL1 de 95 kDa est stable dans le RE
La biosynthèse et la maturation de ECELI ont été étudiées par des expériences de
marquage et de chasse. Des cellules HEK-293 exprimant ECELI ont été marquées
pendant 30 minutes à l’aide de [35Sjméthionine/cystéine et une chasse a ensuite été effectuée
pour des périodes de temps indiquées dans la figure 13. A titre comparad(, PHEX, un
membre de la famille de Ï’endopeptidase neutre connu pour être transporté jusqu’à la
surface cellulaire, a aussi été expmné dans des cellules HEK-293 et étudié par marquage et
chasse. Tel qu’observé précédemment (Sabbagh et cotL, 2001), l’espèce PHEX de 95 kDa
correspondant à la protéine glycosylée non-mature a été observée initialement (Figure 13).
En-deçà de 60 minutes, une forme migrant pius lentement d’environ 105 kDa était visible,
correspondant à la maturation de la protéine dans l’appareil de Golgi, où les étapes finales
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Figure 11: Représentation schématique de la protéine ECEL1 et alignement des séquences
protéiques des membres de la famille de l’endopeptidase neutre (EPN) (région N-
terminale des ectodomaines); Alignement des deux premières cystéines de
l’ectodomaine de ECEL1 d’après les autres membres de la famille
(A) Représentation de la protéine ECEL1. C, positions des cystéines; Le rectangle plein rouge positionné
près de l’extrémité N-terminale représente le domaine transmembran±e ; Le rectangle vide rouge délimite la
région étudiée par alignement de séquences. (B) Alignement des séquences des memlires de la famille de
l’EPN. ECEL1 mut représente la séquence ECEL1 muté @CEL1 C95G/C99G/P100C/F1O5C) où deux G
(glycine) remplacent les cystéines originales, et les deux C sont maintenant alignées sur la séquence des autres










Figure 12: Analyse par immunobuvardage des cellules HEK-293 transfectées et exprimant
ECEL1 C95G/C99G/P100C/F1O5C
Des homogénats de cellules HEK293-ECEL1 C95G/C99G/PIOOC/F1O5C ont été séparés par SDS/PAGE
sur gel 7.5°/o en conditions réductrices. ECEL1 C95G/C99G/PIOOC/FIO5C a été révélée par
immunobuvardage grâce à l’utilisation de l’anticorps monoclonal anti-ECELI 7B6, sans traitement (ligne 1) ou
avec traitements avec la PNGase f (ligne 2) ou endo H (ligne 3). La position des marqueurs de masse





de la glycosyladon surviennent. ECELI a aussi été synthétisée sous la forme d’une espèce
de 95 kDa (Figure 13) sensible l’endo H (résuttats non rnontréj). A l’opposé de PHEX, cette
espèce ECEL1 de 95 kDa n’a jamais été maturée en une forme montrant une mobilité
électrophorétique plus lente, et n’a montré aucune diminution significative avec le temps. Il
est généralement accepté que les protéines mal repliées ou repliées lentement présentes dans
le RE sont dégradées rapidement. Dans le but de comparer la stabilité de ECELI avec celle
d’une protéine mal repliée, nous avons aussi exprimé le mutant PHEX C$5R (Cys$5Arg),
dans des cellules HEK-293. Cette mutation qui cause l’hypopliosphatémie liée au
chromosome X (K-iinked /ypopÏioiphatemia ou XLH) chez l’humain, provoque la rétention de
la protéine dans le RE (Sabbagh et colt, 2001). Dans ce cas, seule la forme PHEX de 95
kDa (glycosylation non maturée) est synthétisée (Figure 13). Cependant, en contraste avec
ECEL1, une diminution rapide de la quantité de protéines PHEX C85R a clairement été
observée en fonction du temps de chasse, ce qui indique que la protéine mutante est
rapidement dégradée. Le fait que l’espèce ECEL1 de 95 kDa soit stable indique que cette
protéine n’est pas dégradée et qu’elle réside dans le RE.
3.9 ECEL1 s’associe à la cainexine de manière transitoire dans le RE
Les protéines nouvellement synthétisées sont repliées grâce, notamment, ? des
chaperons moléculaires localisés dans le RE. De manière générale, la chaîne peptidique
néosynthéfisée est rapidement reconnue par de tels chaperons, tels que la cainexine ou la
cairéticuline. Il a été rapporté que cette interaction est transitoire et rapide et qu’elle prend
C fin lorsque la structure tridimensionnelle de b nouvelle protéine est adéquate. Cependant,
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Figure 13 t Biosynthése des protéines ECEL1, PHEX et PHEX mutante
Des cellules f IEK-293 transfectées avec l’ADNc ECELI, PHEX ou PHEX mutante (C85Ront été marquées
pendant 30 tnrnutesàl’aide de S1 méthionme et chassées avec de la méthionine non marquée pendant des
durées de temps indiquées en haut. Les lysats cellulaires ont été soumis à l’immunoprécipitation avec les
anticorps anti-ECELÏ ou anti-PHEX, puis analysés sur SDS/PAGE sur gels 7.5%. Les flèches indiquent les
formes protéiques possédant un état de glycosvladon immature ou mature.o
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cette interaction peut se prolonger si la protéine est mal repliée. Des extraits de cellules
HEK-293 transfectées ont été utilisés pour une immunoprécipitation de protéines.
L’immunoprécipitation a été faite soit avec un anticorps anti-ECELI (7B6), soit avec un
anticorps and-calnexine. Cette étape a été suivie d’un immunobuvardage de type Western,
avec l’un ou l’autre des deux anticorps ci-haut mentionnés.
L’immunoprécipitation de la cainexine suivie d’un immunobuvardage à l’aide de
l’anticorps anti-ECELI a montré une bande, révélant ainsi une interaction entre les deux
protéines (Figure 14, ligne 1). Par contre, l’intensité de cette bande était nettement plus
faible que celle obtenue par l’immunoprécipitation de ECELI suivie d’un
immunobuvardage de type Western à l’aide de l’anticorps and-ECELI; la bande obtenue
par cette séquence d’événements a montré une grande quantité de protéine ECELI (Figure
14, ligne 2). La comparaison des deux a permis de conclure que seule une portion
minoritaire de protéines ECEL1 est associée avec la cainexine et que la grande majorité ne
le serait pas. La portion minoritaire de ECELI liée à la cainexine pourrait être formée de
protéines nouvellement synthétisées et en processus de repliement. A titre de contrôle, une
irnmunoprécipitation de cainexine suivie d’un immunobuvardage à l’aide de l’anti-calnexine
a montré une grande quantité de protéine, alors qu’une immunoprécipitation de ECELI
suivie d’un immunobuvardage à l’aide de l’anti-calnexine a montré une quantité beaucoup
plus restreinte de cainexine (Figure 14, lignes 3 et 4, respectivement).
Ces résultats ont confirmé qu’une association entre ECELI et la calnexine survient lors du
repliement protéique, mais que cette association est transitoire. Cette association transitoire
est en accord avec les résultats de marquage et de chasse qui suggéraient que la présence de
ECELI au RE n’était pas due à un problème de repliement et que la protéine y résidait dans
une conformation stable.
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Figure 14: ECEL1 s’associe de façon transitoire avec le chaperon cainexine, dans le RE de
cellules HEK293-ECEL1
Des extraits de cellules HEK293-ECELI ont été immunoprécipités par l’anticorps anti-ECELI 7B6 (lignes 2
et 4) et and-calne,dne (lignes 1 et 3). Les immunoptécipitats ont ensuite été séparés par SDS-PAGE sur un gel
7.5% dans des conditions réductrices, et détectés par immunobuvardagc de type Western en utilisant les
anticorps ECELI (lignes I et 2) et cainexine (lignes 3 et 4). La postnon des marqueurs de masse moléculaire
(en kDa) est montrée â gauche et â droite. Western, immunobuvardage de type Western; Ipp,
immunoprécipitation; ECELI, endothelin-converting enzyme-hke I ; eux, calncxinc.
Western: ECELI ECELI cnx cnx










3.10 Les domaines transmembranaire et cvtoplasmique de ECEL1 sont
impliqués dans la rétention /localisation au RE
Dans le but d’identifier le signal de rétendon/localisation au RE de ECELI, nous
avons procédé à la construction de protéines membranaires de type II chimériques,
consistants en des parties de ECELI fusionnées à des parties complémentaires de l’EPN
(Figure 15A). La protéine chimérique E/E/N (voir le chapitre 2
— Matériel et IViéthodes
pour les détails) a été construite en fusionnant les domaines cytosolique et
transmembranaire de ECELI à l’ectodomaine de l’EPN, alors que la protéine chimérique
E/N/N a été obtenue par la fusion du domaine cytosolique de ECELI au domaine
transmembranaire et à l’ectodomaine de l’EPN. La protéine chimérique N/E/N résulte du
remplacement du domaine transmembranaire de l’EPN par celui de ECEL1 (Figure 15A).
Les protéines chimériques ont été exprimées dans des cellules HEK-293, et des extraits
cellulaires ont été analysés par immunobuvardage de type Western, avec ou sans digestion à
la PNGase F ou à l’endo H. Tel qu’observé pour ECELI (figure f 5B, lignes I à 3), la
protéine chimérique E/E/N est sensible à la digestion à la PNGase F autant qu’à l’endo H
(figure 15B, lignes 4 à 6), ce qui indique que la protéine n’a pas acquis de sucres complexes.
En contraste, les protéines chimériques E/N/N et N/E/N sont sensibles à une digestion à
la PNGase f et sont résistantes à l’endo H (Figure f 5B, lignes 7 à 9 et 10 à 12,
respectivement), suggérant ainsi qu’elles ont été transportées jusqu’à l’appareil de Golgi.
Ces résultats indiquent que les domaines transmembranaires et cytosolique de ECELI sont
importants et nécessaires pour la localisation de l’enzyme au RE.
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Figure 15: Représentation schématique de protéines chimériques ECELI/EPN et analyse
d’immunobuvardage des chimères ECEL1/EPN
(A) Représentation schématique des différentes protéines chimériques ECEL1/EPN. Les boîtes blanches
représentent ECELI (E); les boîtes grises représentent l’EPN (N). Les boîtes identifiées fytoso/ic représentent
les domaines cytosoliques ; les boîtes identifiées 1M représentent les domaines transmembranaires; et celles
identifiées extracellular représentent les domaines extracellulaires, ou ectodomaines. (B) Des extraits de cellules
HEK-293 transtectées de façon transitoire avec l’ADNc de ECELI ou celui des chimères ECELI /EPN ont
été traités (+) ou non (-) avec la PNGase f ou l’endo H, avant d’être séparés par électrophorèse sur gels 6%
en conditions réductrices. Les protéines ont été révélées par immunobuvardage avec les anticorps anti
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CHAPITRE 4- RÉSULTATS
PURIFICATION DE L’ECTODOMMNE DE ECEL1 ET ÉTUDE
DE SON ACTIVITÉ ENZYMATIQUE
4.1 Production d’une forme sécrétée de l’ectodomaine de ECEL1
ECELI a une séquence nous permettant de la classer dans les endopeptidases de la
famille de l’EPN et il est logique de penser que cette protéine possède une activité
peptidasique. Dans le but d’étudier l’activité enzymatique de la nouvelle métallopeptidase,
une protéine cbimérique NEP2-ECELI a été construite. NEP2 est le seul membre de la
famille qui existe sous une forme sécrétée. Cette sécrétion survient suite à un clivage par
une prohormone convertase de type furine à un site situé au début de son ectodomaine.
Tirant profit de la présence du site de clivage par les prohormones convertases dans la
région N-terminale de l’ectodomaine de NEP2, nous avons fusionné l’ectodomaine de
ECELI immédiatement en aval de ce site (Figure 1).
L’analyse, par immunobuvardage de type Western, du milieu de culture et des
extraits de cellules LLC-PK1 exprimant la chimère NEP2-ECEL1 a montré qu’environ 70%
des protéines détectées par l’anticorps monoclonal anti-ECELI 7B6 se retrouvaient dans le
milieu de culture, tandis que 3O% des protéines se retrouvaient dans les extraits cellulaires
(Figure 2A). La fraction intracellulaire a diminué de masse moléculaire lorsqu’elle a été
soumise à une digestion à la PNGase F ou à l’endo H (Figure 2B, lignes 2 et 3,






















































































































































































































































Figure 2: Analyse par immunobuvardage de type Western des cellules LLC-PK1 transfectées
et exprimant NEP2-ECELI
(A) Des extraits cellulaires (cellule) ou le milieu de culture (milieu) de cellules LLC-PK1 transfectées avec
NEP2-ECEL1, ont été séparés par SDS-PAGE sur un gel 7.5% dans des conditions réductrices, et détectés
par immunobuvardage de type Western en utilisant l’anticorps anti-ECELI 7B6. (B) Des extraits cellulaires
(lignes I à 3) de cellules LLC-PK1 transfectées avec NEP2-ECEL1 ou le milieu de culture (lignes 4 à 6) ont été
analysés après digestion avec la PNGase F (lignes 2 et 5) ou l’endo H (lignes 3 et 6). La position du marqueur




sécrétée, lorsque soumise aux mêmes enzymes, a montré une résistance à l’endo H et une
sensibilité à la PNGase F (Figure 2B, lignes 5 et 6, respectivement), ce qui suggère que cette
forme de la protéine a acquis des oligosaccharides complexes lors de son transit dans
l’appareil de Golgi, avant d’être envoyée par le système vésiculaire vers l’extérieur de la
cellule.
4.2 Purification de l’ectodomaine de ECELI
Le milieu de culture des cellules LLC-PK1 contenant Pectodomaine ECEL1 a été
soumis à une purification par FPLC sur colonne Source 15Q à l’aide d’un gradient de NaCI
(Figure 3). L’analyse des fractions récupérées a été effectuée par SDS-PAGE sur gel 7.5%,
suivie d’un immunobuvardage de type Western avec l’anticorps anti-ECEL1 7B6. L’analyse
été concentrée davantage sur les fractions se situant dans la zone de 2O% à $O/o de
tampon B, soit de 200 mM à $00 mM en NaCI. Les échantillons testés (Figure 4, lignes I à
45) ont été utilisés dans le but de couvrir les 45 premières fractions sur les 50 fractions
récupérées (figure 3).
L’analyse cumulée de l’imnrnnobuvardage et du graphique chromatograpbiquc de
l’élution suggère que l’ectodomaine est élué entre 3O% et 5O% de tampon B, soit environ de
300 mM à 500 mM NaCl (Figure 3). On dénote la présence de la protéine ECELI
majoritairement dans les fractions 15 à 32. À titre de contr6le, des échantillons du filtrat
initial, de l’élution initiale et du lavage final ont été analysés. On ne dénote la présence de
ECELI que dans la fraction du filtrat initial, signifiant qu’il n’y a eu aucune perte lors de la















































































































































































































































Figure 4: Analyse par immunobuvardage de type Western des fractions récoltées suite à la
purification par FPLC
Les chiffres représentent le numéro de chaque fraction testée (1 45). Solution initiale, échantillon de la
Q solution de départ; Fraction non liée, échantillon après chargement de la colonne; Lavage, échantillon suiteau lavage de la colonne.
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Les mêmes fractions ont été analysés par SDS-PAGE sur gel 7.5%, suivi d’une
coloration au nitrate d’argent, une méthode possédant une limite de sensibilité de l’ordre du
nanogramme. Les fractions 21 à 26 ont montré une quantité significative de protéines
(résultat non montre); un résultat en accord avec celui obtenu à partir de I’immunobuvardage
avec l’anticorps anti-ECELI. Cependant, le nombre de bandes observées dans ces fractions
nous laissent croire qu’un certain niveau de contamination, de l’ordre de 50%, est encore
présent. Malgré cela, les fractions 21 à 26 ont été réunies pour l’analyse enzymatique de
ECEL1.
4.3 Essais enzymatiques
4.3.1 Essais enzymatiques avec le peptide synthétique Z-gly-gly-leu-pNa
Des échantillons contenant l’ectodomaine de ECELI semi-punfié du milieu de
culture de cellules LLC-PK1 ont été utilisés dans le but de tester son activité enzymatique.
En tout premier lieu, le peptide synthétique Z-gly-gly-leu-pNa, un substrat connu de
l’endopeptidase neutre, a été testé. Kiryu-Seo et colt (2000) ont rapporté que ce peptide était
clivé par DINE, l’orthologue de rat de ECELI. Plusieurs réactions enzymatiques effectuées
dans des conditions de pH variant de 5.5 à 8.5, ou encore avec des concentrations en sel
(NaC1) variant de O à 150 mM, ainsi qu’en présence ou non de I mM Ca2 (CaC12), ont été
analysées par HPLC en phase inverse (RP-HPLC). Les chromatogrammes n’ont montré
aucune dégradation du peptide, indiquant une absence d’activité ECELI face à ce peptide
synthétique (résultats non montrés).
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4.3.2 Essais enzymatiques avec des substrats d’autres membres de la famille de
l’endopeptidase neutre
Tel qu’indiqué dans la dernière sous-section, des échantillons de l’ectodomaine de
ECELI purifié du milieu de culture cellulaire LLC-PK1 ont servi dans l’étude de
l’identification d’un substrat potentiel de cette nouvelle métallopeptidase à zinc. Les
peptides utilisés à cette fin ont été: la galanine, la Met-enképhaline, la Leu-enképhaline, la
bradykinine, la calcitonrne, la Big-endothéline-l, l’endothéline-l, la substance P, l’OGP, le
PTH184, PTKrP134, ainsi que l’Œ-CGRP. Les essais enzymatiques de ECELI sur tous ces
peptides ont été effectués dans des conditions de pH variant de 5.5 à 8.5, ou encore avec
des concentrations en sel (NaC1) variant de O à 150 mM, ainsi qu’en présence ou non de I
mM Ca2’ (CaCl2), puis analysés par HPLC en phase inverse (RP-KPLC). Le tableau I
présente les peptides et les conditions testés. Aucun dc ces peptides n’a été hydrolysé par
ECELI, ce qui révèle une absence d’activité ECELI face à ces divers peptides. À titre
d’exemple, nous présentons l’essai enzymatique en présence de la substance P (Figure 5)
effectué à pH 7.0 et à une concentration en NaC1 de 100 mM. En comparant les trois
graphiques montrés à la figure 5, on identifie le pic de la substance P, à environ 14.8
minutes. Aucune variation du pic n’est perceptible et il n’y a pas de nouveau pic qui
traduirait une activité enzymatique de ECELI sur la substance P.
En raison de l’absence d’une quelconque activité métallopepddase, il nous a été
impossible de poursuivre cette voie d’étude pour ce qui concerne, notamment, l’examen de
l’efficacité des divers inhibiteurs connus des membres de la famille dc l’endopcpddase
neutre, tels que le phosphorarnidon ou le tbiorphan.
o
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Figure 5: Analyse par HPLC de l’activité enzymatique de ECEL1 avec la substance P
La substance P a été incubée en présence de l’ectodomaine de ECEL1 purifié par FPLC. Les produits
peptidiques ont été analysés par HPLC (C). À titre de contrôle, nous pouvons comparer les profils obtenus à
O ceux de ECEL1 seul ou de la substance P seule ).
oCHAPITRE 5- RÉSULTATS
ÉTUDE DE LA RÉGULATION DE L’EXPRESSION DE ECEL1
5.1 ECEL1 est exprimée de façon endogène dans la lignée cellulaire
lactosomatotrope GH3
Dans le but d’identifier une lignée cellulaire exprimant ECELI de façon endogène,
plusieurs types cellulaires ont été mis en culture. Les lignées cellulaires Neuro2A, MC3T3,
GH3, AtT-20 et CR0, de même que les cellules HEK293-ECEL1 ou HEK293-mock (non
transfectées), ont été utilisées. Des extraits cellulaires totaux ont été analysés par
immunobuvardage de type Western l’aide de l’anticorps monoclonal and-ECELI 7B6. La
protéine ECELI de 95 kDa n’a été observée que dans l’extrait de la lignée cellulaire GH3
(Figure 1, ligne 4) et pour le contrôle positif représenté par la lignée cellulaire HEK293-
ECEL1 (Figure 1, ligne 1). Aucune bande n’était visible dans les extraits des autres lignées,
soit Neuro2A, AtT-20, MC3T3 et CI-10 (Figure 1, lignes 2, 3, 5, 6 et 7).
L’immunobuvardage à l’aide de l’anticorps anti-ECEL1 7B6 des extraits protéiques GH3 a
aussi révélé une bande de plus faible masse moléculaire (Figure 1, ligne 4). Cette bande, qui
n’a pas été détectée dans d’autres analyses voir Chapitre 3, Figure 9 par exemple), est
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Figure 1: Identification d’une lignée cellulaire exprimant ECELI de façon endogène
Des homogénats de différentes lignées cellulaires ont été séparés par SDS/PAGE sur gels 7.5% en conditions
réductrices. ECEL1 a été révélée par immunobuvardage grâce à l’utilisation de l’anticorps monoclonal anti
ECELI 7B6. La lignée cellulaire HEK293-ECELI est utilisée comme contr6le positif (ligne 1), alors que la
lignée cellulaire l-1EK293-mock est utilisée connue contoMe négatif (ligne 7).o
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5.2 L’expression transcnpnonnelle de ECEL1 est influencée par des
conditions hvpoxigues
Chez ies eucaryotes, des systèmes spécifiques permettent la détection de conditions
physiologiques dites hjoxiques, c’est-à-dire qui montrent un niveau insuffisant d’oxygène
moléculaire (02), essentiel pour un métabolisme fonctionnant de manière adéquate
(D’Angio et Finkelstein, 2000). Ces systèmes répondent aussi à un niveau excessif
d’espèces d’oxygène réactives (ROS) et agissent de façon prédominante en contrôlant le
potentiel d’activation de facteurs de transcription (Semenza, 2000; Wang et Semenza,
1995). Kiryu-Seo et cotL (2000) ont remarqué que l’expression d’ARNm d’enzymes anti-
oxydantes telles la Cu/Zn-superoxide dismutase (Cu/Zn-SOD), la Mn-superoxide
dismutase (Mn-SOD), et la glutathione peroxidase (GPX) était augmentée dans les cellules
transfectées exprimant ECELI/DINE. En plus, l’activité de SOD était aussi augmentée.
Ceci suggère que ECEL1/DINE provoquerait un signal intracellulaire induisant la
production de ces enzymes, qui sont essentielles pour la réduction du stress oxydatif causé
par la production de radicaux libres (Kiryu-Seo et cotC, 2000). En tenant compte de ces
éléments et du fait que le principal phénotype associé avec l’interruption du gène ECELI
chez la souris soit une mort néonatale par anoxie (rôle de ECELI dans le contrôle de la
respiration autonome) (Schweizer et cotL, 1999), nous avons voulu étudier l’impact de
conditions hypoxiques sur la régulation transcriptionnelle du gène ECELI. Un moyen de
provoquer l’hypoxie de manière artificielle est d’incuber des cellules en présence de chlorure
de cobalt (CoCI2).
Nous avons donc tiré avantage de la lignée cellulaire hypophysaire GH3 (cellules
lactosomatotropes) qui exprime, de façon endogène, la protéine ECELI. En premier lieu,
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nous avons voulu étudier l’impact d’une incubation de cellules GH3 en présence de
concentration croissante de CoC12. Nous avons donc étudié les niveaux transcriptionnels
du gène ECELI en présence de quantité de CoC12 variant entre O à 200 1iM. Pour cette
étude, les valeurs densitométriques des produits de RT-PCR pour ECEL1 ont été
normalisées en comparaison avec les valeurs d’un contrôle interne, soit celles du gène (3-
actine. L’incubation des cellules GH3 pendant une période de quatre heures en présence de
CoC12 à des concentrations variant entre O et 200 iM a permis d’observer un effet dose-
dépendant de régulation (figure 2). Cet effet se caractérise par une régulation à la baisse
des niveaux transcriptionnels du gène ECELI.
En second lieu, nous avons voulu étudier l’impact du temps d’incubation en
présence de CoCI2 (150 1iM) sur la régulation transcriptionnelle de ECELI. L’incubation
des cellules GH3 pendant différentes périodes (0, 1, 4, 8, 24 heures) en présence de CoCl2
(150 jiM) a permis d’observer un effet temporel de régulation, à la baisse, des niveaux
transcriptionnels du gène ECEL1 (Figure 3). Cette baisse ne semble par contre pas linéaire;
on assiste à une baisse plus marquée dans les premières quatre heures d’incubation en
















Figure 2: Effet dose-réponse du CoC12 sur les niveaux d’ARNm de ECEL1 dans les cellules
GH3
Les cellules ont été incubées avec différentes concentrations de CoCb pendant une période de 4 h. L’ÀRN a
été extrait et les niveaux d’ARNm de ECELI ont été déterminés par RT-PCR tel qu’indiqué dans le chapiae
Matériel et Méthodes. Les données sont présentées en pourcentage des niveaux d’ARNm ECEL1 contrôle.
Les niveaux d’ARNm ECELI ont été normalisés avec les niveaux d’ÀR.Nm j3-acûne. Le médaillon représente
les résultats d’une amplification RT-PCR. Les valeurs représentent la moyenne ± l’écart-type (n = 3).


















Figure 3: Effet temporel du CoCI2 sur les niveaux d’ARNm de ECEL1 dans les cellules GH3
Les cellules ont été incubées avec 150 jiN CoCb pendant différentes périodes de temps. L’ARN a été extrait
et les niveaux d’ARNm de ECEL1 ont été déterminés par RT-PCR tel qu’indiqué dans le chapitre Matériel et
Méthodes. Les données sont présentées en pourcentage des niveaux d’ARNm ECELI contrôle. Les niveaux
d’ARNm ECELI ont été normalisés avec les niveaux d’ARt’Jm Ç3-acdne. Le médaillon représente les résultats
d’une ampliCcadon RT-PCR. Les valeurs représentent la moyenne ± l’écart-pe (n = 3).
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5.3 L’expression transcriptionnelle de ECEL1 est influencée par des
conditions provoquant une réponse due à une accumulation de
protéines non-repliées (unfotdedprotein response)
La caractéristique principale de la réponse au stress du réticulum endoplasmique
(UPR, Unfotded protein reiponse) et, surtout, la seule composante de la réponse qui soit
vraiment spécifique au RE est la coordination d’une régulation transcriptionnelle, à la
hausse, d’au moins une douzaine de résidents protéiques du RE, incluant surtout des
chaperons moléculaires (Ellgaard et coïL, 1999; Lee et cotL, 2001). Un des moyens utilisés
pour induire une réponse UPR est l’incubation de cellules avec le DIT, un agent réducteur
connu, qui empêche la formation de ponts thiols dans les protéines en processus de
repliement. Ce milieu réducteur provoque l’accumulation de protéines non ou mal repliées,
ce qui engorge le RE et induit la réponse UPR.
La présence de ECEL1 au RE, associée au fait qu’elle semble protéger la cellule lors
de stress cellulaires (Kiryu-Seo et cotL, 2000), nous poussent à considérer l’hypothèse que
ECELI puisse être impliquée de manière directe ou indirecte dans cette réponse au stress.
Pour tester cette hypothèse, nous avons voulu étudier l’effet de l’agent réducteur DIT,
inducteur de réponse UPR, sur la régulation transcripuonnelic du gène ECELI. A cet effet,
des cellules GH3 exprimant ECELI de façon endogène ont été incubées en présence ou en
absence de DIT, à des concentrations variées (de O à 10 mM) ou pendant des périodes
variées (de I à 6 heures), à 37°C.
Pour cette étude, les valeurs densitométnques des produits de RT-PCR pour
ECEL1 ont aussi été normalisées en comparaison avec les valeurs d’un contrôle interne,
soit celles du gène f3-actine.
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En premier heu, nous avons étudié l’impact d’une incubation de cellules GH3 en
présence de concentrations croissantes de DTf (de O à 10 mM). L’incubation des cellules
GH3 pendant une période de 4 heures en présence de DIT a permis d’observer un effet
dose-dépendant de régulation à la baisse des niveaux transcnptionnels du gène ECELI
(Figure 4).
En second lieu, nous avons étudié l’impact du temps d’incubation en présence de
DTf (4 mM) sur la régulation transcriptionnelle de ECELI. Nous avons observé un effet
temporel de régulation à la baisse des niveaux transcriptionnels du gène ECELI (Figure 5).
Cette baisse a été rapide dans les premières heures d’incubation en présence de DIT (<4 li),
alors qu’elle est, bien que présente, beaucoup moins prononcée par la suite.
5.4 L’induction de la réponse due à une accumulation de protéines non-
repliées (ttnftded protein reiponse) provoque une diminution des niveaux
protéiques de ECELI
Lors d’un stress dans le RE, les protéines de la voie cellulaire de sécrétion sont dans
l’incapacité de se replier adéquatement et les chaperons doivent alors rester associés à elles
dans le but de prévenir leur agrégation (Ma et Hendershot, 2002). Un des facteurs initiaux
dans la réponse UPR est, chez les mammifères, la saturation du système de repliement. De
façon plus précise, BiP (GRP78), un des chaperons responsables du repliement protéique,
sert de senseur de stress dii RE (Dorner et coiL, 1992). En absence de stress dans le RE, BiP est
lié au domaine luminal de la protéine kinase Irel ou PERK, ce qui les conserve dans un état














Figure 4: Effet dose-réponse du DTT sur les niveaux d’ARNm de ECEL1 dans les cellules
GH3
Les cellules ont été incubées avec différentes concentrations de DTT pendant une période de 4 h. L’ARN a
été extrait et les niveaux d’ARNm de ECEL1 ont été déterminés par RT-PCR tel qu’indiqué dans le chapitre
Matériel et Méthodes. Les données sont présentées en pourcentage des niveaux d’ARNm ECELI contrôle.
Les niveaux d’ARNm ECEL1 ont été normalisés avec les niveaux d’ARNm 3-acflne. Le médaillon représente
les résultats d’une amphfication RT-PCR. Les valeurs représentent la moyenne ± l’écart-type (n = 3).

























Figure 5: Effet temporel du DTT sur les niveaux d’ARNm de ECEL1 dans les cellules GH3
Les cellules ont été incubées avec 4 mlvi DIT pendant différentes périodes de temps. L’ARN a été extrait et
les niveaux d’ARNm de ECEL1 ont été déterminés par RT-PCR tel qu’indiqué dans le chapitre Matériel et
Méthodes. Les données sont présentées en pourcentage des niveaux d’ARNm ECEL1 contrôle. Les niveaux
d’ARNm ECEL1 ont été normalisés avec les niveaux d’ARNm 13-actine. Le médaillon représente les résultats
d’une amplification RT-PCR. Les valeurs représentent la moyenne ± l’écart-type (n 3).
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repliées augmente, Bi? est relâché, permettant aux kinases d’homodimériser, ce qui
provoque l’induction de la réponse au stress (Bertolom et coïL, 2000 ; Okamura et cot/, 2000).
De plus, la réponse UPR provoque l’augmentation de la transcription de certains gènes,
notamment ceux exprimant des chaperons, ou encore des enzymes impliqués dans le
repliement protéique.
Pour faire suite aux résultats obtenus à la section précédente et déterminer
l’influence de la réponse UPR sur les niveaux protéiques de ECELI, nous avons comparé
les niveaux protéiques de ECELI suite à une incubation de cellules GH3 en présence ou
non de DTT (4 mM), pendant 24 heures. À titre de contrôle, nous avons aussi évalué les
niveaux protéiques de GRP78/BiP. Cette incubation avec le DÎT, comparativement à une
incubation sans D’fT, a provoqué une diminution marquée des niveaux protéiques de
ECELI. Cette diminution est de l’ordre de 60% (Figure 6).
À l’opposé, les résultats nous montrent clairement une augmentation des niveaux
protéiques de GRP78/BiP, ce qui démontre que nous assistons à une réponse UPR induite








Figure 6: Effet de la réponse UPR, induite par le DTT, sur les niveaux protéiques de ECEL1
et BiP(GRP78) dans les cellules GH3
Des extraits de cellules GH3 traitées ou non (- ou + DTÏ 4 mM, incubation d’une durée de 24 h) ont été
ÏmmunoprécÏpités par l’anticorps anti-ECELI 7B6 (pour ECELI) et anti-GPR78 (pour BiP/GPR78). Les
immunoprécipitats Ont ensuite et séparés par SDS-PAGE sur un gel 7.5% dans des conditions réductrices, et
détectées par immunobuvardage de type Western en utilisant l’anticorps anti-ECELI 7B6 ct GPR7$,





L’EPN, découverte en 1974 par Kerr et Kenny, est le prototype d’une famille
grandissante qui englobe notamment les ECE (nrymes de t.onversion de tndothétinè), PHEX
(Phosjhate regu/ating gene ivith homologies to endopeptidases on tue X chromosome, KELL et NEP2
(pour revue voir Kenny et Boustead, 1997).
L’EndotheÏin-converting enyme-Ïike 1 ECEL1) est un nouveau membre de cette famille.
L’ADNc de XCE/ECEL1 a été isolé, pour la première fois en 1999 par Valdenaire et cott
(1999), à partir d’une banque d’ADNc de cerveau humain. Nous avons isolé le même gène
avec des sondes possédant une homologie pour l’EPN, d’où le nom que nous lui avons
initialement décerné Nepri7j’siii-tike 3 (NL3). Ce gène est maintenant officiellement nommé
EOEL1 @UGO Gene Nomenclature Cornmittee : www.gene.ucLac.uk/nomenclature/).
L’_kRNm a été retrouvé de façon majoritaire dans le système nerveux central chez la
souris Valdenaire et coÏt, 1999) et le rat Kir1u-Seo et colt, 2000). De plus, l’étude de souris
homozygotes ECEL1
-/- suggère que l’enzyme joue un rôle crucial dans le contrôle central
de la respiration autonome (Schweizer et viL, 1999). Toutefois, le mécanisme par lequel
ECELI contrôle cette fonction vitale ainsi que le ou les substrat(s) naturels) de l’enzyme
sont toujours inconnus. La localisation sous-cellulaire de la protéine ECEL1 est, en outre,
encore mal définie.
Dans le but d’éclaircir le rôle et la fonction physiologique de ECELY, nous avons
développé un anticorps monoclonal spécifique et nous l’avons utilisé dans l’étude de la
biosynthèse de l’enzyme. L’anticorps ainsi produit s’est avéré extrêmement spécifique, ne
reconnaissant que le produit du gène de ECELI (Chapitre 3, Figure 4). Cette spécificité
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s’est avérée essentielle dans la quête de l’identification des sites de localisation de la protéine
ECEL1.
6.1 Localisation sous-cellulaire de ECEL1
En accord avec des résultats préliminaires d’immunofluoresence utilisant une
protéine de fusion ECELI /GFP (Green fluorescent protein (\ïaldenafre et coiL, 2000), nous
avons démontré, pour la première fois, que ECEL1 était localisée de façon majoritaire dans
le réticulum endoplasmique rugueux. Dans le but d’observer cette distribution cellulaire,
nous avons utilisé des lignées cellulaires eucaryotes transfectées avec un plasmide contenant
la séquence de l’ADNc de ECEL1. L’analyse, par l’utilisation d’endoglycosidases, d’extraits
protéiques provenant de ces cellules transfectées nous a permis d’observer une sensibilité à
la PNGase F. Ceci nous a permis de confirmer la présence de N-glycosylations (diminution
de la masse équivalant à trois N-glycosylations) ainsi qu’une sensibilité à l’endo H,
démontrant ainsi que la protéine n’a pas subi de modifications périphériques de ses sucres
N-liés (Chapitre 3, Figure 5B). Ces modifications sont faites au niveau de l’appareil de
Golgi (plus précisément dans le tis-golgi et l’absence d’oligosaccharides complexes suggère
que ECEL1 se retrouve dans un compartiment pré-golgien.
Déjà, cette première caractéristique de ECELI est particulière si on la compare à la
majorité des autres membres de la famille de Ï’EPN connus. En effet, toutes les autres
métallopeptidases de la famille, exceptée la forme membranaire de NEP2, sont résistantes à
l’endo H, ce qui signifie qu’elles sont toutes destinées vers une localisation J3ost-RE.
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À ce propos, l’EPN a été localisée à la membrane plasmique (Kenny et cott, 1983),
tout comme le complexe antigénique Keil (Marsh, 1992; Redman et Lee, 1995) et PHEX
(Du et colt, 1996 ; Grieff et colt, 1997 ; Lipman et colt., 1998). Les quatre isoformes de 1’ECE-
1 ont une localisation cellulaire qui varie d’une forme à l’autre (Schwei2er et coÏt, 1997).
ECE-la est principalement exprimée à la surface cellulaire alors que ECE-lb est présente
dans des vésicules intracellulaires
— les endosomes tardifs (Schweizer et colt., 1997 ; Azarani
et colt 1998 ; Muller et colt, 2003) — ou, peut-être même dans le TGN (trans-Golgi Network
(Schweizer et coÏt, 1997). De façon claire, ECE-lb est localisée dans des structures
intracellulaires aiguillée par son domaine cytosoilque. ECE-ic, qui correspond à une forme
de ECE-lb amputée de ses 17 premiers acides aminés, est majoritairement présente à la
surface cellulaire. Elle est néanmoins aussi présente, bien que de façon minoritaire, dans
des compartiments intracellulaires. On en trouve de faibles quantités dans les mêmes
structures intracellulaires que ECE-lb (Schweizer et coÏt, 1997). ECE-ld est présente à la
fois au niveau des endosomes et à la membrane plasmique (Muller et colt, 2003).
Finalement, l’absence d’activité la surface cellulaire indique que ECE-2 se présente aussi
dans des compartiments intracellulaires. La localisation particulière des substrats ainsi que
la nécessité d’un milieu à pH acide pour une activité optimale, suggère l’hypothèse que ce
compartiment serait le TGN (Emoto et Yanagisawa, 1995). Le déterminant structural
responsable de cette localisation au TGN n’a pas encore été identifié.
Dans le cas de NEP2, des formes membranaire et sécrétée ont été observées,
conséquence d’un épissage alternatif de l’exon contenant le site de clivage protéolytique qui
mène à la sécrétion (Ikeda et colt, 1998; Ghaddar et colt, 2000; Ouirnet et colt, 2000;
Raharjo et coÏt, 2001). Alors que la forme soluble sécrétée de NEP2 est transportée à la
surface cellulaire, des analyses d’immunoftuorescence de cellules transfectées, combinées à
158
une sensibilité à l’endo H, ont suggéré que la forme membranaire était localisée dans les
compartiments précoces de la voie de sécrétion, possiblement le RE (Ikeda et coI!., 1998;
Kawamoto et coïL, 2003; Rose et coÏÏ., 2002). Le déterminant structural responsable de la
localisation intracellulaire de la forme membranaire de NEP2 n’a pas encore été identifié.
Cependant, la région N-terminale du domaine luminal pourrait en être responsable car les
régions cytosoliques et transmembranaires des formes sécrétée et intracellulaire sont
identiques (Raharjo et colÏ, 2001).
Dans le but de confirmer la localisation sous-cellulaire de ECEL1, nous avons
procédé à l’analyse de cellules HEK293-ECEL1 en immunofluorescence par microscopie
confocale ainsi que par fractionnement cellulaire. L’analyse comparative
d’immunoftuorescence des co-marquages Giantine/ECEL1 et Calnexine/ECELI a permis,
premièrement, d’écarter l’appareil de Golgi comme site de localisation de ECELI et,
deuxièmement, de confirmer le RE comme compartiment hôte de ECELI. En effet la
giantine, une protéine retrouvée dans l’appareil de Golgi, n’affiche aucune colocalisation
avec ECELI ce qui soutient la première affirmation. De son cêté, la cainexine affiche une
colocalisation quasi-parfaite avec ECEL1, ce qui confirme la deuxième affirmation.
Dans un même ordre d’idées, les études de fractionnement cellulaire nous ont
permis de faire la discrimination entre les compartiments situés en amont de l’appareil de
Golgi. La distribution de ECELI dans le gradient fut comparée avec celle de 13-COP (un
marqueur des vésicules de transport Golgi-à-RE) et de la calnexine. La distribution de
ECELI est pratiquement identique à celle de la calnexine, ce qui confirme la présence de la
métallopeptidase dans le RE (Chapitre 3, Figure 8).
Ces résultats démontrent hors de tout doute la localisation de ECELI dans le RE.
() Il nous est d’ailleurs possible d’affirmer qu’il s’agit d’un mécanisme de localisation qui
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empêche la protéine d’être exportée à l’extérieur du RE (à l’opposé d’un mécanisme de
recouvrement (retrieval) où les protéines peuvent s’échapper du RE et se rendre Jusqu’au tir
Golgi). En effet, les protéines empruntant le deuxième mécanisme voient leurs
oligosacchandes converties de Man8GlcNAc2 à Man5GlcNAc2 par la mannosidase I du tir
Golgi pour être par la suite récupérées par le RE ; les oligosaccharides de ces protéines sont
alors résistantes à l’endo H.
Toutefois, nos travaux montrent aussi de façon claire qu’une petite portion dc
ECELI (probablement moins que 10%) se rend à la surface cellulaire. Cette observation
concorde avec l’observation d’une bande fine résistante à l’endo H (Chapitre 3, figure 5B).
Mais cette observation est surtout évidente dans des expériences de biotinylation de surface
de cellules HEK-293 transfectées, où deux formes de ECELI, soit 105 et 100 kDa
respectivement, sont détectées à la membrane plasmique (Chapitre 3, Figure 6). Ces deux
espèces diffèrent dans leur état de glycosylation: la protéine de 100 kDa est sensible à une
digestion à l’endo H, alors que la forme protéique de 105 kDa, elle, est résistante. Il est
inhabituel de retrouver une protéine sensible à l’endo H qui se rende à la membrane
plasmique, mais l’absence de marquage de biotine pour l’espèce protéique de 95 kDa
localisée dans le réticulum endoplasnuque rugueux, couplée à l’absence d’actine biotinylée,
suggère un marquage spécifique des protéines localisées à la surface cellulaire, telles que le
marquage de ECELI de 100 kDa. Ceci étant dit, il nous est impossible de confirmer ou
d’expliquer qu’une telle forme de glycosylation soit présente sur des protéines retrouvées en
aval du tis-Golgi.
Une distribution similaire dc ECELI, entre le réticulum endoplasmique rugueux et
la surface cellulaire, a été obtenue par l’analyse d’immunobuvardage de type Western
Ç) d’extraits d’hypophyse de souris. Ceci a indiqué que cette double distribution n’était pas
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due à une surexpression de protéines dans les cellules en culture transfectées (Chapitre 3,
Figure 9). La présence de ECELI à la surface cellulaire a suggéré qu’une des fonctions de
l’enzyme pourrait consister en la régulation de l’activité de peptides extracellulaires.
6.2 L’effet de l’utilisation d’un chaperon chimique sur la localisation de
ECEL1
Plusieurs observations supportent un modèle cinétique (effet cinétique) de
repliement protéique (Drurnm et cotL, 1991 ; Denning et coïL, 1992). Un des corollaires de ce
modèle nous ramène au principe qu’une maturation protéique inadéquate ou inefficace peut
être améliorée ou corrigée. Tirant profit de protéines mutantes qui montrent des défauts de
transport à travers la voie de sécrétion, il a été montré, d’une part, que certains agents
chimiques ou certaines conditions de culture cellulaire avaient des effets compensateurs sur
l’accumulation de protéines non repliées. D’autre part, il a été montré qu’il était aussi
possible de prévenir les problèmes de repliement d’une proportion de ces protéines mal
repliées (Brown et coÏt, 1996). De basses températures de croissance cellulaire (i.e. 26°C),
par exemple, permettent ce genre de résultats (Brown et cott, 1996 ; Brown et colt, 1997).
D’autres molécules de faible masse moléculaire telles que le glycérol, le diméthylsulfoxvde
(DMSO) ou encore l’eau deutérée (D,O) peuvent stabiliser les protéines à l’égard d’une
dénaturation thermique et, ce, autant in vitro (Gerlsma et Sturr, 1972 ; Back et coÏt, 1979
Gekko et Koga, 1983) qu’in vivo (Lin et colt, 1981 ; Renie et coÏt, 1983 ; Edington et colt,
1989). D’une même façon, des méthylarnines, telles que la tnméthylamine N—oxyde
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(TMAO), sont reconnues pour leurs capacités protectrices contre la dénaturation par l’urée
ou une concentration élevée en sels (Somero et coÏt, 1986).
Selon un mécanisme proposé, le glycérol serait préférentiellement exclu des
domames polypepridiques (Gekko et Timasheff, 19$la; Gekko et Timasheff 1981b).
Cependant, de plus hautes concentrations de glycérol tendent à accroître le degré relatif
d’interaction du solvant avec les protéines. Dans le but de diminuer cette hydratation
relative, les polypeptides diminuent leur surface d’interaction protéine-solvant en
empruntant une conformation plus compacte ou en augmentant leur auto-association. En
d’autres mots, de hautes concentrations de glycérol résultent en l’augmentation d’un «effet
hydrophobe», favorisant les interactions intramoléculaires (Brown et coÏt, 1996).
C’est donc dans le but d’évaluer si ECELI rencontrait des défauts de repliement
que nous avons traité des cellules avec de hautes concentrations de glycérol (un petit poiyoi
perméable aux membranes) (Brown et cott, 1996; Sato et colt, 1996). L’utilisation de ce
chaperon chimique permet d’augmenter la proportion de protéines ECEL1 résistantes à
l’endo H ; cette proportion de protéine ECELI à la surface cellulaire double (Chapitre 3,
Figure 10). Cette observation nous permet de croire que le repliement de ECELI, sans
pour autant être défectueux, pourrait ne pas être d’une efficacité optimale. En ce sens,
notons que malgré une augmentation marquée de la présence de la protéine hors du
rénculum endoplasmique, la majeure partie demeure toutefois dans le compartiment où le
repliement s’effectue, à savoir le réticulum endoplasmique (environ 3O% à la membrane
plasmique vs 7O% dans le RE, suite au traitement en présence de glycérol). À titre de
comparaison, le mutant thermosensible de p53 (A135V), ou une forme thermosensible de la
protéine pp60 (la protéine transformante encodée par Rous Sarcoma Virui), ou encore le
mutant CFTR AF508 affichent tous des résultats sensiblement plus élevés. Pour ces
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dernières, l’augmentation de la quantité de protéines se rendant à la membrane plasmique
varie entre 504 et 300% Brown etcotL, 1996; Sato etcotl, 1996; Brown et coÏt, 1997).
Les chaperons chimiques semblent donc influencer la fidélité générale de la
machinerie de repliement protéique, possiblement en réduisant la probabilité que des
polypepddes mutants néosynthétisés ne soient plus pris en charge par la voie de repliement
et qu’ils aboutissent dans un état dénaturé ou forment des agrégats (Brown et tvtt, 1997).
En ce sens, toutes les protéines néosynthérisées sont donc probablement affectées par
l’utilisation du glycérol. C’est donc dire qu’une protéine se repliant normalement, maïs à un
taux relativement lent, comme c’est peut-être le cas pour ECELI, est probablement
influencée par la présence de chaperons chimiques. La section qui suit nous permettra de
confirmer que la protéine ECEL1 ne rencontre pas de problème de repliement qui soit
responsable de sa localisation dans le RE.
6.3 La stabilité de la structure de la protéine ECEL1 n’est pas en cause dans
sa rétention au RE
Nous avons proposé le réticulum endoplasmique comme site de localisation de
ECELI. Deux types de protéines sont retenues dans le RE: les protéines mal repliées
(et/ou non complètement assemblées) et les protéines résidentes du RE. Les protéines mal
repliées sont soumises à une rétention suivie d’une dégradation dans le RE, aussi appelées
«contrôle de qualité pré-golgiem, qui empêche le trafic à travers la voie de sécrétion de
polypeptides mal repliés ou de sous-unités de protéines membranaises oligomériques mal
C assemblées Klausner et Sitia, 1990; Hammond et Helenius, 1995). Il a d’ailleurs été
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démontré que suite à la rétention de certaines protéines dans le RE, la voie de dégradation
d’ubiquitine était impliquée dans la dégradation de ces protéines mal repliées (Kopito,
1997).
Dans le cas de protéines membranaires, le domaine transmembranaire de ces
protéines et, de façon plus spécifique, des résidus chargés dans cette région sont
responsables de la rétention au RE ainsi que de la dégradation subséquente (Wileman et colt,
1990; Bonifacino et colt, 1990). Ces protéines sont généralement rapidement détruites,
affichant une demi-vie de moins d’une heure (Ellgaard et colt, 1999 ; Tang et colt, 1997).
Considérant la présence d’une grande quantité de ECELI dans le réticulum
endoplasmique, la rétention observée pourrait être la conséquence d’une défectuosité de
repliement protéique qui provoquerait sa dégradation subséquente. Par contre, il y
absence de résidus chargés dans le domaine transmembranaire de ECELI. Dans le but
d’étudier cette possibilité, nous avons procédé à une analyse de marquage suivie d’une
chasse (pulse chase) (Chapitre 3, Figure 13). Deux observations en ont résulté:
premièrement, la protéine glycosylée avec des sucres immatures est très stable;
deuxièmement, la sortie de ECEL1, du réticulum endoplasmique rugueux, à la suite de sa
biosynthèse est lente, alors qu’après plus de trois heures de chasse, nous n’avons pu détecter
de formes protéiques résistantes à l’endo H (la forme protéique de 105 kDa). Cette dernière
observation peut expliquer les quantités minimes de ECELI à la surface cellulaire. La
stabilité protéique de ECELI dans le réticulum endoplasmique contraste de façon
remarquable avec la stabilité observée pour la forme mutante de la protéine PHEX (PHEX
C85R), utilisée comme contrôle dans cette étude et qui est presque entièrement dégradée
après seulement soixante minutes de chasse. De son côté, la protéine PHEX affiche une
stabilité comparable à ECELI mais, à l’opposé de cette dernière, PHEX possède des sucres
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maturés (résistants à l’endo H) après environ I h de chasse.
De façon similaire, des protéines mal repliées, telles que des formes mutantes de la
protéine CFTR (fystic fibrosis transmembrane conductance regutator) (Ward et Kopito, 1994) ou,
encore, des sous-unités mutantes de complexes protéiques (i.e. des sous-unités du complexe
du récepteur d’acétylcholine nicotinémique) qui restent localisées dans le RE, possèdent la
même caractéristique d’avoir de très courtes demi-vies (Wang et cot1, 2002). La stabilité de
ECEL1 dans le réticulum endoplasmique suggère donc que la protéine est spécifiquement
retenue, c’est-à-dire qu’elle n’est pas retenue par la machinerie de contrôle de qualité du RE
et qu’elle jouerait donc un rôle dans ce compartiment cellulaire particulier.
En parfaite cohérence avec cette hypothèse, ECELI néosynthétisée montre une
interaction transitoire avec une protéine transmembranaire du réticulum endoplasmique, la
cainexine (Chapitre 3, figure 14). Ce chaperon joue un rôle particulier en ce sens que sa
sélectivité pour des chaînes polypeptidiques est médiée, au moins en partie, par sa capacité
de lier de façon tectin-tike les oligosaccharides riches en mannose monoglucosylés (Helenius,
1994). Toutefois, l’interaction de la cainexine ne se prolonge que pour des chaînes
polypeptidiques mal repliées, alors que les chaînes correctement repliées sont libérées du
joug de la calnexine (Kopito, 1999). D’une part, les études de marquage et de chasse (putse
chase) montrent que ECELI possède un niveau de stabilité comparable à des protéines
correctement repliées ; d’autre part l’interaction d’une faible proportion de protéine ECELI
seulement avec la calnexine s’explique par une liaison au chaperon lors de la synthèse
protéique. Il peut facilement être proposé que cette interaction prenne fin lors de
l’achèvement du repliement de la structure protéique. À titre comparatif, il a été démontré
que CFTR ne se lie que de façon transitoire à la cainexine, alors que des mutants CFTR mal
repliés y restent liés (Yang et coiL, 1993 ; Pind et cou., 1994).
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Une autre caractéristique particulière de la plupart des protéines empruntant la voie
de sécrétion se traduit par une dépendance aux ponts disulfiire dans la formation adéquate
ainsi que dans la stabilisation des structures tridimensionnelles. Les membres de la famille
de l’endopeptidase neutre n’échappent pas à cette règle (à titre d’exemple, voir Oefner et
coti, 2000). L’alignement des cystéines entre les séquences primaires de l’ectodomaine des
membres de la famille M13 est relativement bien conservé. A ce propos, ECELI possède
14 cystéines dans son domaine luminal, dont 10 démontrent un niveau de conservation
élevé parmi les membres de la famille. L’EPN possède, par exemple, 12 résidus cystémes
impliqués dans la formation de ponts disulfure et, par le fait même, participant à la
stabilisation de la conformation de l’enzyme (Tam et cotL, 1985). On peut donc s’attendre à
la même importance des résidus cystémes retrouvés dans la région luminale de ECELI. Il a
par contre été intriguant de remarquer un léger désalignement des deux premières cystéines
conservées de l’ectodomaine de ECELI par rapport à tous les autres membres de la famille
(voir Chapitre 3, Figure 11). De plus, alors qu’il y a généralement quatre acides aminés qui
séparent les deux premières cystéines, on en note seulement trois du côté de la séquence
protéique ECELI.
Cette particularité de la séquence protéique ECELI nous donnait la possibilité de
poser l’hypothèse d’une contribution structurale de l’ectodomaine dans la rétention au RE.
Le mutant ECELI C95G/C99G/PIOOC/FIO5C qui voit les deux premières cystéines
alignées sur les autres séquences protéiques des membres de la famille, se comporte de la
même façon que la protéine sauvage lors de digestions au endoglycosidases PNGase F et
endo H (Chapitre 3, Figure 12). Le positionnement particulier de ces résidus n’est donc pas
responsable de la rétention au réticulum endoplasmique.
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6.4 Identification des déterminants responsables de la localisation de
ECEL1 au RE
De manière compatible avec l’hypothèse d’une protéine ECEL1 retenue
spécifiquement dans le RE, notre objectif a été d’identifier la région protéique responsable
de cette localisation au RE. Tel qu’expliqué dans h section 1.4.1, les protéines résidentes du
RE possèdent généralement des signaux de localisation ou de recyclage vers le RE.
L’analyse sommaire de h séquence protéique de ECEL1 n’a pas permis d’identifier un
signal classique de localisation/recychge. À cet égard, les expériences de permutations de
domaines, dans lesquels des domaines de ECEL1 sont remplacés par les régions
équivalentes de 1’EPN, nous permettent de déterminer l’implication de chacun des trois
domaines de ECELI (cytoplasmique, transmembranaire ou luminal) (Chapitre 3, Figure 15).
L’EPN s’avère un choix judicieux comme protéine contrôle car il s’agit, d’une part, de la
métallopeptidase de la famille la mieux caractérisée. Elle possède, d’autre part, la
caractéristique d’être localisée à la membrane plasmique. Nos résultats indiquent que le
domaine transmembranafre doit fonctionner en synergie avec le domaine cytoplasmique
pour provoquer la rétention au RE (Chapitre 3, Figure 15B). C’est donc dire que le
domaine cytoplasmique ou encore le domaine transmembranaire uniquement ne peuvent
provoquer cette rétention.
Des domaines transmembranaires ont été identifiés comme déterminants primaires
de la médiation de h localisation de plusieurs protéines dans le RE (Teasdale et Jackson,
1996). Toutefois, dans plusieurs cas, une contribution des régions cytosolique ou luminale
jouxtant le domaine transmembranaire s’avère nécessaire pour que la rétention au RE soit
O obsenrée. C’est notamment le cas pour les protéines Secl2p de lere (Sato et cotL, 1997),
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p63 (Schweizer et coÏt, 1994) ainsi que le cytochrome b5 (Honsho et coÏt, 1998) de
mammifère. Ces protéines, toutes des protéines transmembranaires de type II au même
litre que ECEL1, possèdent des domaines responsables d’une rétention au réticulum
endoplasmique rugueux. Tel qu’observé pour ECELI, la protéine Secl2p de levure requiert
des signaux enfouis autant dans sa région transmembranaire que cytosolique pour qu’une
rétention dans le rédculum endoplasmique rugueux soit possible. La protéine p63 de
manmrifère possède des déterminants pour la rétention au RE dans ses trois domaines
(cytosolique, transmembranaire et luminal), alors que le cytochrome b5 possède de tels
déterminants dans ses régions lun-iinale et transmembranaire seulement. Des études
supplémentaires seront requises afin d’identifier avec précision les déterminants
responsables de cette localisation, présents dans les domaines cytosolique et
transmembranaire de ECELI.
Alors que d’autres enzymes de la famille M13, telles que les ECE (Schweizer et colt,
1997 ; Azarani et colt 1998 ; Muller et colt, 2003 ; Emoto et coÏt, 1995) et NEP2 (Ikeda et colt,
1999 ; Raharjo et colt, 2001) ont aussi été retrouvés dans des compartiments intracellulaires,
ECELI s’avère être le premier membre de cette famille semblant posséder des déterminants
de localisation dans sa région transmembranaire en plus de sa région cytosolique.
Il n’est pas rare d’observer que plusieurs signaux fonctionnent en synergie; cette
nécessité pourrait servir d’élément important dans le contr6le de qualité du RE. On peut
envisager qu’un seul signal d’export, sur une protéine non/mal repliée ou sur des sous-
unités non assemblées, ferait en sorte qu’il en résulte un faible degré d’affinité pour COPII;
une protéine repliée adéquatement ou un complexe assemblé présenteraient des signaux
combinatoires résultant en une hausse drastique de l’affinité. Cette exigence pourrait
travailler de concert avec la machinerie de rétention au RE, qui emprisonne les protéines
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mal repliées, ce qui résulte en une exclusion efficace de ces entités dans les vésicules
bourgeonnantes (Ellgaard et Helenius, 2003). Un tel mécanisme pourrait expliquer
pourquoi le transfert de courts motifs linéaires d’export à certaines protéines augmente la
vitesse d’export sans pour autant y conférer la vitesse de la protéine affichant ce signal dans
son contexte original (Nisbimura et Balch, 1997; Nufer et colt, 2002; Nakamura et colt,
1998).
Nous proposons ainsi un modèle permettant d’expliquer la localisation de ECELI
au RE; ce modèle étant composé de deux variantes possibles (voir Figure 1). La première
alternative consisterait en une interaction de ECELI avec une protéine cytosolique. Selon
cette possibilité, cette protéine cytosolique entrerait en interaction avec des résidus du
domaine cytosolique situés à la limite du domaine transmembranaire. De plus, selon cette
alternative, des résidus du domaine transmembranaire proximaux au domaine cytosolique
seraient impliqués. Cette interaction est possible seulement si l’interaction de ces derniers
résidus se situe à la frontière de la membrane du RE (du côté cytosolique), c’est-à-dire au
niveau des têtes polaires des phospholipides. La deuxième alternative consisterait en une
interaction de ECEL1 avec une protéine transmembranaire. Pour que cette possibilité soit
acceptable, il doit y avoir interaction avec des résidus des domaines transmembranaire et
cytosolique de façon synergique. De par cette alternative, la protéine interagissant avec
ECEL1 doit posséder un signal de localisation au rériculum qui entraînerait ECELI avec
elle ou, encore, ECEL1 doit posséder un signal d’export camouflé par une interaction avec
une protéine transmembranaire. Cette possibilité fait en sorte qu’une dissociation
permettrait à ECELI de sortir du RE. Mais, surtout, cette hypothèse permettrait
d’expliquer pourquoi on observe la présence d’une petite proportion de protéines ECELI à
la membrane plasmique.
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Figure 1: Modèles proposés pour une localisation spécifique de ECEL1 au réticulum
endoplasmique rugueux
A. Présence de ECEL1 à la membrane du RER. L’ectodomaine est localisé du côté de la lumière du RER
alors que la queue N-terminale se situe du côté cytosobque. Un segment à haut contenu en résidus
hydrophobes est ancré à la membrane. B. ECEL1 serait retenu dans le RER par son association à une
protéine cytosolique (protéine X). C. ECEL1 serait retenu dans le RER par son association à une protéine
transmembranaire (protéine Y). Les anneaux jaunes représentent les zones d’interaction potentielles.
o
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En effet, des protéines qui possèdent des signaux de localisation/recyclage (de type
KDEL ou KKXX) ne sont généralement pas retrouvées à la membrane plasmique, ce qui
implique un système de localisation extrêmement efficace. finalement, une dernière
possibilité peut être envisagée. ECELI serait indépendant et, par son affinité avec les
lipides de la membrane du RE, elle possèderait dans son domaine transmembranaire et
cytosolique les déterminants suffisants pour une localisation autonome. Cette dernière
hypothèse semble peu probable puisque le domaine transmembranaire à lui seul n’est pas
suffisant pour une rétention de ECEL1. On pourrait aussi considérer la possibilité d’une
auto-association comme mécanisme de rétention dans le RE, ce qui a déjà été suggéré pour
une autre protéine, p63 (Schweizer et cotL, 1994).
6.5 Production d’une forme sécrétée de ECELI et purification
Dans le but de contourner la difficulté d’une purification de protéine membranaire,
nous avons réussi à construire une protéine chimérique qui nous permet de récupérer
l’ectodomaine de ECEL1 dans le milieu de culture de cellules eucaryotes transfectées. La
protéine ECEL1 est constituée d’une séquence séparée en trois domaines distincts : le
domaine N-terminal cytosolique, le domaine transmembranaire et le domaine luminal. Par
la comparaison de sa séquence avec celles des membres de la famille dc l’EPN, il a été
possible d’identifier les résidus homologues aux résidus impliqués dans la catalyse
enzymatique des autres membres de cette famille dans le domaine luminal de ECEL1 (voir
Chapitre 1, figure 7).
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D’autre part, des analyses effectuées sur les autres membres de la famille ont permis
de constater que l’ectodomaine contenant l’activité enzymatique fonctionne de façon
indépendante vis-à-vis le domaine transmembranaire et cytoplasmique (Lemay et colt, 1989).
A titre d’exemple, des protéines chimériques sécrétées d’EPN (Fossiez et coÏt, 1992) et de
PHEX (Campos et colt, 2003) ont été produites et permettent la purification de leur seul
domaine luminal. Il a d’ailleurs été démontré que leur activité enzymatique n’est pas
influencée par rapport à la forme protéique native, ce qui nous indique que la construction
d’une forme sécrétée de ECEL1 peut donner des résultats représentatifs de l’activité
enzymatique de la forme ECEL1 native. Ceci étant dit, nous avons tiré profit de la
présence d’un site de clivage des prohormones convertases de type furine dans la région N-
terminale de l’ectodomaine de NEP2. En effet, NEP2 possède la particularité d’être une
protéine sécrétée de façon naturelle. De la même façon, nous avons remplacé la région
suivant le site de clivage dans la séquence NEP2 par l’ectodomaine de ECELI (Chapitre 4,
Figure 1).
Tel qu’attendu, un immunobuvardage de type Western nous a permis de détecter la
présence de l’ectodomaine de ECELI dans le milieu de culture. Cependant, alors que la
quasi-totalité des protéines NEP2 se retrouvent dans le milieu de culture, la protéine
chimérique NEP2-ECEL1 affiche une distribution différente. Environ le trois quart des
protéines sont détectées dans le milieu de culture alors que le quart restant se retrouve dans
les extraits cellulaires, ce qui indique une localisation quelconque à l’intérieur de la cellule. Il
est possible que cette localisation soit le réticulum endoplasmique rugueux, ce qui irait dans
le sens de la sensibilité à l’endoH et indiquerait la présence de glycosyladons immatures.
Cette constatation nous permet de croire que le domaine luminal de ECELI pourrait jouer
un rôle mineur dans la localisation de la protéine au RE. Il est cependant plus probable que
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ECELI sécrétée se replie plus lentement ou encore qu’il y ait une plus grande proportion de
protéine mal repliée.
6.6 Essais enzymatiques avec l’ectodomaine de ECELI
L’ARNm de ECELI est retrouvé principalement dans le système nerveux central
(SNC), les ganglions sympathiques et l’utérus (Valdenaire et cotL, 1999; Kiryu-Seo et cotL,
2000). L’identification de son ou de ses substrat(s), combinée aux indices révélés par la
distribution tissulaire de son ARNm, pourrait éventuellement mieux définir l’ensemble de
ses fonctions physiologiques. De plus, l’identification de la protéine dans l’hypophyse ainsi
que le cerveau total nous pousse à croire que ECEL1 pourrait jouer un rôle peptidasique à
ce niveau. Parallèlement à cette découverte, il est intéressant de constater que le phénotype
majeur des souris homozygotes ECELI
-/- se traduit par une mort néonatale. Les
nouveaux-nés peuvent ouvrir leurs mâchoires mais demeurent cyanosés (contrairement aux
sauvages qui tournent au rose après quelques minutes) et meurent d’anoxie 10-30 minutes
suivant la naissance. Cette observation nous indique que l’enzyme jouerait un rôle
important dans le contrôle central de la respiration autonome (Schwetzer et tvt/, 1999).
Toutefois, le mécanisme par lequel ECELI contrôle cette fonction vitale ainsi que le ou les
substrat(s) naturel(s) de l’enzyme sont toujours inconnus.
En ce sens, nous avons voulu évaluer l’activité enzymatique de la protéine ECELI.
En tout premier lieu, le peptide synthétique Z-gly-gly-leu-pNa, un substrat connu de
l’endopeptidase neutre, a été testé. Ce peptide semble clivé par l’orthologue de ECELI
C chez ic rat (DINE ou Dmicgeindiiced neuronal endeptidase tel que rapporté par K’u-Seo et
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cott. (Kiryu-Seo et cou., 2000). Nous avons donc voulu nous assurer que ce pepfide était bel
et bien un substrat synthétique de ECELI (humaine). Les essais effectués dans des
conditions variées (pH, [NaC1], présence de Ca2j se sont tous avérés négatifs. La
différence majeure entre nos essais et ceux réalisés par le groupe de Kiryu-Seo reposent sur
la méthode de production et de purification de l’enzyme. Nos analyses ont été effectuées à
l’aide de l’ectodomaine de ECELI humain purifié, alors que le groupe de Kiryo-Seo s’est
servi d’un système d’expression baculovirus (exprimant la DINE de rat). Il nous est en
outre impossible de savoir quels ont été les conditions dans lesquelles les essais
enzymatiques avec la DINE ont été réalisés puisqu’aucune mention à ce sujet n’a été
rapportée. Ceci nous empêche évidemment de pouvoir répéter les mêmes essais dans des
conditions similaires.
Nous avons tout de même tenté d’identifier un substrat peptidique potentiel par
l’incubation de l’ectodomaine de ECELI avec certains peptides reconnus comme étant des
substrats d’autres membres de la famille de l’EPN. Tous les peptides testés ont présenté
des résultats négatifs : la galanine, la Met-enképhaline, la Leu-enképhaline, la bradykinine, la
calcitonine, la Big-endothéline-1, l’endothéline-l, la substance P, l’OGP, le PTH184,
PTHrP134, ainsi que l’Œ-CGRP ne sont pas clivés par ECELI. Valdenaire et cotL (1999) ont
aussi évalué l’efficacité de ECEL1 à cliver certains de ces peptides, et ont obtenu les mêmes
résultats négatifs (Valdenaire et cotL, 1999).
Il demeure que la présence de ECELI à la surface cellulaire suggère qu’une des
fonctions de l’enzyme pourrait consister en la régulation de l’activité de peptides
extracellulaires. En ce sens l’EPN et la ECE-1, deux enzymes de la famille M13, sont
connues pour leur activité envers divers peptides extracellulaires. L’EPN participe dans la
dégradation de peptides tels que les enképhalines et la substance P, qui sont impliqués dans
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la modulation dc la douleur, et le peptide natnurétique atnal (ANP), qui régule la
réabsorption de l’eau et des sels au niveau des reins (pour une revue, voir Roques et coïL,
1993). ECE-1, de son côté, active les précurseurs d’endothéhnes, résultant en endothélines
actives, se révélant être de puissants vasoconstricteurs (pour une revue, voir Turner, 1997).
Cependant, il se peut aussi que les substrats naturels de ECELI soient des peptides
ou des protéines qui soient localisés dans le RE ou qui transitent par le RE, site hôte de la
métallopeptidase. Ceci expliquerait en partie les résultats négatifs obtenus. Nous pourrions
proposer un modèle où ECELI, localisée dans le RE, clive des peptides intracellulaires qui
seraient par la suite sécrétés, se traduisant ainsi en une régulation excessivement rapide de
ces substrats.
Notre autre modèle tient compte de la présence de ECELI à la membrane
plasmique, soit environ IO% du total de protéines ECELI. Des conditions cellulaires
spécifiques induiraient un signal permettant la sortie de ECELI du RE, permettant ainsi son
accumulation à la membrane plasmique. Rendue à la membrane plasmique, ECELI aurait
la possibilité de jouer son rôle peptidasique sur des substrats de type autocrine, paracnne ou
endocrine. Cette deuxième hypothèse est par contre beaucoup plus sinueuse, puisqu’il
n’existe aucune preuve ou aucun indice permettant de croire que la localisation de ECELY
puisse être modifiée et régulée en ce sens.
Les possibilités en ce qui concerne l’identification d’un substrat de ECELI sont
nombreuses. Toutefois, certaines voies d’exploration peuvent être privilégiées. DINE,
l’orthologue dc ECELI chez le rat, a été identifiée par l’augmentation de son expression
lors de dommages neuronaux QKiryu-Seo et coïL, 2000). En ce sens, nous pouvons
considérer l’hypothèse d’une implication de ECEL1 dans la maturation de polypeptides
impliqués dans la régulation cellulaire. Certains facteurs de croissance, cytokines et
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neuropeptides sont des molécules bien connues comme facteurs de survie lots de dommage
neuronaux (Hokfeft, 1991). Ces molécules participent aux processus protecteurs comme
molécules de signaux mtercellulaires via une signalisation autocrine, paracrme ou endocrine.
Généralement, les protéines sécrétées comme des neuropeptides et des facteurs de
croissance, sont synthétisées en tant que gros précurseurs protéiques et sont maturées dans
le réseau trans-golgien par des protéases ii sérine, qui sont membres de la famille des
proprotéines convertases (PC) (Steiner, 1998).
De plus, un nombre croissant d’autres protéines sont maintenant reconnues comme
étant dérivées de protéines intégrales de la membrane plasmique par hydrolyse (shedding) sur
la surface cellulaire (Hooper et colt, 1997). Les protéines sécrétées de cette façon incluent
certains récepteurs membranaires, des ligands, des ectoenzymes, ainsi que des molécules
d’adhésion cellulaire.
6.7 Identification d’un tissu et d’une lignée cellulaire exprimant ECEL1 de
façon endogène
Pour la première fois, il a été possible d’identifier un tissu exprimant la protéine
ECEL1. Effectivement, l’hypophyse a été identifié comme un tissu exprimant la protéine
ECELI (Chapitre 3, Figure 9). Cette observation confirme la présence de ECEL1 dans ie
SNC tel qu’observé pour les transcrits de ECELI (Valdenaire et colt, 1999, Kiryu-Seo et colt,
2000).
L’analyse, par immunobuvardage de type Western, de quelques lignées cellulaires
eucaryotes nous a permis d’identifier une seule lignée exprimant la protéine ECELI la
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lignée cellulaire eucaryote GH3 (Chapitre 5, Figure 1). Les cellules GH3 sont des cellules
lactosomatotropes dérivées de l’adénohypophyse (ou lobe antérieur de l’hypophyse), ce qui
semble corréler avec l’expression retrouvée dans l’hypophyse de souris. L’adénohypophyse
libère une série d’hormones qui régulent un grand nombre d’activités corporelles, allant de
la croissance à la reproduction. L’identification d’un tissu et d’une lignée cellulaire
exprimant ECELI de façon endogène s’avère une découverte importante. Mais surtout, elle
s’avère un outil incontournable pour l’étude de la métallopeptidase, notamment en ce qui
concerne la validation des résultats obtenus avec des cellules transfectées et exprimant
ECEL1. Cette identification permet en outre de croire que l’enzyme puisse jouer un rôle
sur un peptide retrouvé, entre autres, au niveau hypophysaire.
6.8 L’expression transcdptionnelle est influencée par l’induction de la
réponse aux protéines non repliées (unfoÏdedprotein retponse)
Les protéines de conformation anormale constituent une grave menace pour toute
cellule vivante. En regard à ce phénomène, on reconnaît maintenant que plusieurs acteurs
jouent des rôles clés dans le repliement d’une protéine. C’est en interagissant avec les
segments hydrophobes exposés de protéines en cours de synthèse ou de protéines mal
repliées que des chaperons préviennent les erreurs de repliement (Wickner et cou., 1999).
Alors que cet environnement et ies mécanismes le régissant sont généralement optimisés,
certaines conditions physiologiques provoquent une accumulation anormale de protéines de
con formation inadéquate qui résulte en une saturation de l’équipement cellulaire, soit de
chaperons et/ou de protéines impliqués dans la dégradation. Cette situation résulte en un
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stress cellulaire et les cellules réagissent rapidement par la réponse UPR (unfotded protein
reiponse). La réponse UPR autorise alors la survie des cellules dont les protéines sont
«réparables» et elle induit l’apoptose des autres cellules (voir Figure 2).
Chez les mammifères, cette réponse contrôle deux fonctions cellulaires. D’une part,
l’activation transcriptionnelle de gènes codant pour des chaperons, des protéines de la voie
de sécrétion ou des protéines de la voie de dégradation ERAD (endoptasmic reticutum-associated
d6gradation), qui a comme objectif de rééquilibrer l’environnement. D’autre part, une
répression rapide et intense de la synthèse protéique limite la surcharge au niveau du RE.
En somme, la réponse UPR s’explique donc par des protéines «senseurs».
6.8.1 Contrôle de la transcription
Deux mécanismes interviennent dans le contrôle de la transcription. D’une part, le
domaine N-terminal de Irel est, en collaboration avec GRP78/BiP, impliqué dans ce
déclenchement de réponse (Bertolotti et cotL, 2000). En absence de protéines dénaturées,
GRP78/BiP est présent à l’état basal dans le RE; il interagit avec Irel et maintient la
protéine dans un état monomérique. Lors d’un stress cellulaire causé par l’accumulation de
protéines mal repliées, GRP78/BiP prend en charge ces protéines mal repliées et se sépare
de Irel, permettant ainsi la dimérisation de celle-ci. Cette dimérisation stimule l’activité
kinase et conduit à une autophosphoryladon en trans. Le cycle de signalisation prend fin
lorsque GRP7$/BiP, produite en excès en réponse à l’induction de son gène, se lie à
nouveau à Irel et inhibe sa dimérisation et son activation. Irel est dotée d’une activité
kinase et d’une activité endonbonucléase dans sa partie cytoplasmique. Cette deuxième
activité va permettre le clivage d’un intron de l’ARNm de XBP-1, changeant ainsi son cadre
de lecture et provoquant la formation d’un domaine très actif de transactivation de la
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Figure 2: Les composantes fonctionnelles de la réponse au stress du RE (mammifères)
Un déséq•bre entre la quantité de protéines délivrées au RE et sa capacité à les replier provoque une
réponse au stress tripartite. Les gènes produisant des protéines qui augmentent la capacité fonctionnelle du
RE ou favorise la dégradation protéique liée au RE sont activés. La traduction est inhibée, et le flux de
protéines clientes est alors atténué. Les voies de mort cellulaire sont activées. Les deux premières
composantes de la réponse favorisent la résistance cellulaire au stress du RE, alors que la dernière composante
est probablement une adaptation à un niveau plus général.
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transcription en se liant sur les séquences ERSE (ER stress ekmenl de promoteurs de gènes
cibles de l’UPR.
D’autre part, une deuxième protéine, ATf-6, un facteur transcripflonnel
appartenant à la famille des facteurs ATF-CREB (Cox et colt., 1996), active directement la
transcription de gènes cibles de l’UPR, dont GRP78/BiP, GRP74 et la cakéticuline
(Yosbida et cotL, 1998) en se liant à la séquence promotrice ERSE. À l’état basal, le facteur
ATF-6 est exprimé de façon constitutive sous forme de précurseur transmembranaire du
RE (Haze et coll., 2001). À la suite d’un stress du RE, ce précurseur inactif est clivé par une
protéase (Haze et coIL, 1999). Le domaine cytoplasmique libéré (composé de domaines de
liaison à l’ADN et d’activation de la transcription) est capable de migrer vers le noyau et
d’induire les gènes cibles. Une étude de Brown et Goldstein montre que les protéases de
site I et de site 2 (SIP et S2P), capables de cliver le facteur SREBP (sterot reiponsive elernent
binding protein), sont impliquées dans le clivage du facteur ATF-6 (Ye et coIL, 2000). Le
mécanisme d’activation de ces protéases par le stress du RE reste cependant à déterminer.
En résumé, deux voies de signalisation sont activées à la suite d’un stress du RE;
elles activent deux facteurs de transcription: ATf-6 et XBP-1. Cependant, un très fort lien
existe entre ces deux voies puisqu’en cas de stress du RE, le facteur ATF-6 se lie au
promoteur du gène XBP-l pour activer sa transcription (Yosbida et col7, 2001).
6.8.2 Contrôle de la traduction
L’inhibition de la traduction se fait par l’intermédiaire d’une troisième protéine
transmembranaire du RE, PERK (Harding et cotL, 2000). Ce blocage général de la
traduction a pour but de diminuer l’afflux de protéines dans le RE. En conditions
normales, PERK est associé à GRP78/BiP; par contre, lors d’un stress du RE, PERK est
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libérée de BiP, s’oligoménse et s’autophosphoryle en trans. PERK phosphoryle ensuite la
sous—unité (X du facteur général d’initiation de la traduction eIf-2 avec la conséquence de
bloquer la machinerie traducrionnelle (Harding et cotL, 1999).
6.8.3 ECEL1 et le stress cellulaire
Le groupe de Kiryu-Seo et colt. (2000) a identifié des molécules étant régulées à la
hausse en réponse aux dommages nerveux chez le rat, dont la DINE, l’orthologue de
ECELI chez le rat. Cumulée avec la localisation au RE et la nature neuroprotectnce de
ECELI lors de l’incubation de cellules avec le C2-céramide (agent provoquant la mort
cellulaire), il était tentant d’étudier le comportement de ECEL1 lors de stress cellulaires
causés par l’accumulation de protéines mal repliées. On pouvait s’attendre à ce que ECELI
soit impliquée dans la réponse UPR, voyant ainsi son expression transcriptionnelle
augmenter ou, encore, diminuer pour protéger le RE d’une accumulation protéique
incontrôlée.
De fait, le dithiothreitol (DIT) est un agent réducteur qui déstabilise les processus de
repliement protéique, notamment en empêchant la formation de ponts disulfures dans les
protéines, provoquant ainsi la réponse UPR. Tel qu’observé lors de l’incubation des cellules
GH3 en présence de DIT, les niveaux transcriptionnels de ECEL1 sont légèrement
diminués, laissant supposer une régulation classique de la réponse UPR. En ce sens nous
voyons une incidence directe entre la concentration de DIT utilisée et la régulation à la
baisse de ECELI (Chapitre 5, Figure 4). L’effet dose-réponse est par contre beaucoup plus
flagrant à 4 mI\’I et semble se stabiliser même si on augmente les doses.
Nous pouvons également déduire de ces résultats que l’effet de la réponse UPR,
induite par le DIT, est relativement rapide puisqu’une régulation à la baisse des niveaux
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transcriptionnels de ECELI est observée après seulement I heure d’incubation.
Cependant, après 8 heures d’incubation avec le DTT, les niveaux transcriptionnels semblent
stabilisés ou, à tout de moins, la diminution de l’expression du gène ECELI est beaucoup
moins marquée que dans les 8 premières heures de traitement (Chapitre 5, Figure 5). Peut-
être pouvons-nous en déduire que les niveaux de chaperons ont suffisamment été régulés à
la hausse pour répondre à la demande des protéines mal repliées. Nous aurions donc atteint
des niveaux sous-saturés ou contrôlés. Nous en concluons que, malgré un certain rôle
cytoprotecteur, la protéine ECELI ne semble pas impliquée dans une réponse contre cette
condition physiologique spécifique: le stress causé par l’accumulation de protéines mal
repliées. Cependant, il est à noter qu’une diminution de ECELI pourrait moduler la
réponse UPR en contrôlant l’hydrolyse d’un facteur impliqué dans cette réponse, mais ce
n’est que pure spéculation.
6.9 L’expression transcriptionnelle de ECELI est influencée par des
conditions hypoxigues
Le groupe de Schweizer et cott a proposé un rôle crucial dans le contrôle central de la
respiration autonome (Schweizer et colt, 1999). Des souris homozygotes ECELI
-/-
meurent par anoxie peu de temps après leur naissance. En lien avec cette observation, la
présence de l’ARNm ECELI dans les régions responsables du contrôle de la respiration
(tronc cérébral, moelle épinière cervicale, hypophyse) (Valdenaire et colt, 1999 ; Kiryu-Seo e.
colt, 2000) nous forcent à croire à cette thèse d’un contrôle de la respiration influencé d’une
C façon ou d’une autre par la protéine ECELI. Depuis 1986, la localisation des populations
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neuronales contenant les circuits de base générant le rythme et l’intensité respiratoires dans
les tissus sus-mentionnés est généralement acceptée et est même appuyée par des
expériences in vivo (Feldman, 1986 ; Bianchi et cotl, 1995 ; Dufftn et cotL, 1995 ; Smith et coïL,
1995; Feldman et Smith, 1995 ; Richter et colt., 1996). Toutefois, le mécanisme par lequel
ECELI contrôle cette fonction vitale ainsi que le ou les substrat(s) naturel(s) de l’enzyme
sont toujours inconnus.
Une autre facette intéressante de ECEL1 est sa modulation transcriptionnelle suite à
certaines conditions physiologiques, notamment suite à des dommages neuronaux (Kiryu
Seo et cotL, 2000) ou lors du développement de neuroblastomes (Kawamoto et coït., 2003).
ECEL1 augmente de plus, par un mécanisme inconnu, l’expression et l’activité d’enzymes
anti-oxydantes telles que Cu/Zn-superoxidc dismutase (SOD), Mn-SOD et glutathione
peroxidase lors de stress oxydatifs (Kiryu-Seo et coït., 2000).
En ce sens nous avons voulu évaluer les effets de conditions hypoxiques sur les
niveaux transcriptionnels de ECELI. L’hypoxie est définie comme une diminution sous la
normale, dans un tissu ou des tissus périphériques, du niveau d’oxygène moléculaire (Sharp
et coïL, 2004). Une des réactions de la cellule affectée passe par la régulation à la hausse
autant qu’à la baisse de certains gènes. Le mécanisme le mieux détaillé repose sur
l’induction du facteur HIF (hypoxia-inducibte factoi), un facteur de transcription
hétérodimérique composé d’une sous-unité inductible (HIF-IŒ) et d’une deuxième sous-
unité constitutive (HIF-1) (Wang et cotL, 1995). Ce complexe lie les éléments de réponse
d’hypoxie sur plusieurs gènes cibles. Ces gènes peuvent aussi être connus sous les
appellations de ORPs (ogen-reguïated proteini) ou HRPs (hypoxia-reguïated proteins) (Sharp et
cotL, 2001a; Ratciffe et cotL, 1998; Semenza, 200f ; Sharp et cotL, 2001b). Le gène cible le
mieux caractérisé et le plus connu est sans nul doute l’érythropoïétine (EPO), qui est régulé
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i la hausse dans des conditions hypoxiques (Wang et Semenza, 1993).
A l’opposé, les mêmes conditions hypoxiques peuvent avoir comme conséquence
une régulation transcriptionnelle négative. Il a été démontré, à titre d’exemple, qu’une
période hypoxique réprimait la transcription du gène p53 humain (Lee et cotL, 2001). Une
des méthodes les plus utilisées pour l’étude des effets de conditions carencielles d’oxygène
moléculaire repose sur l’utilisation du chlorure de cobalt (CoCÏ2). L’incubation de cellules
en présence de CoCl2 ou encore une injection de CoCI2 provoque une phase hypoxique (Xi
et col!., 2004; Lee et cou., 2001). Suite à une telle incubation, nos résultats nous poussent à
considérer que de telles conditions hypoxiques aient une incidence négative sur la régulation
transcriptionnelle du gène ECELI. L’effet semble rapide lors des 4 premières heures
d’incubation en présence de chlorure de cobalt, alors qu’on observe une stabilisation de
l’effet régulatoire pour une période d’incubation dépassant les 4 heures (Chapitre 5, Figure
3). De plus, des concentrations minimes de CoC12 (de l’ordre de 50 tM) diminuent les
niveaux transcriptionnels d’environ 15-20% (Chapitre 5, figure 2). Ces données
démontrent que la cellule est extrêmement sensible aux variations de niveaux d’oxygène
moléculaire et que la réponse qui s’en suit est assez marquée.
L’analyse de la séquence en 5’ du gène ECELI ne permet pas d’identifier de
séquences caractéristiques d’éléments de réponse à l’hypoxie. Cependant, il a été démontré
que la répression transcriptionnelle du gène p53 était provoquée par le CoC12 ainsi que HIF
1(1 par l’intermédiaire de l’élément boite-E (E-box) situé dans la région 5’ du gène (Lee et
coiC, 200f). Suite à l’analyse de la séquence nucléotidique de la région 5’ du gène ECELI, II
été possible d’identifier la présence potentielle d’un élément boîte-E (E-box (voir Figure
3), ce qui laisse croire qu’un même mécanisme de régulation
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Figure 3: Séquence partielle de la région 5’ du gène ECEL1
Séquence nucléondique du promoteur putatif du gène ECEL1. La séquence du premier exon est représentée
en lettres majuscules. Les réglons théoriques d’initiation de la transcription telles que déterminé par le
programme de reconnaissance de promoteur FunSiteP 2.1 Kondrakhin et co/L, 1995) sont mises en bleu, alors
que les sites potentiels de liaison pour certains facteurs de transcription connus sont mas en rouge.
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expliquerait la répression transcriptionnelle observée. Des études plus ciblées en regard au
promoteur de ECELI sauront nous dire si la régulation passe effectivement par cet
élément de réponse.
6.10 Perspectives et conclusion
Depuis le début de nos recherches sur l’EndotheÏin-converting enryme-/zke J (ECELI),
nous avons réussi à explorer plusieurs facettes de cette nouvelle protéine que ce soit au
niveau de la localisation, de la régulation, de la structure ou au niveau enzymatique.
Cependant, les avenues explorées doivent être bien maîtrisées, et d’autres facettes
émergeront nécessairement suite à cette progression des connaissances sur le sujet. La
section suivante propose des avenues qui devront être envisagées et qui sauront répondre
aux questions les plus importantes.
6.10.1 Étude du mécanisme de localisation de la protéine ECEL1 au réticulum
endoplasmique rugueux
Suite à toutes nos études se rapportant à la localisation sous-cellulaire de la protéine
ECEL1, nous avons identifié un rôle synergique de localisation pour les régions cytosolique
et transmembranaire. Selon notre modèle (figure 1), nous pouvons poser l’hypothèse que
ECEL1 soit retenue par une protéine cytosolique ou, plus vraisemblablement, par une
protéine transmembranaire. Dans le but de comprendre comment cette localisation
s’effectue, il serait d’intérêt d’identifier le ou les partenaires impliqués dans cette localisation
particulière. Des expériences mutationnelles de résidus sur ces deux domaines (cytosolique
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et transmembranaire) pourraient permettre de circonscrire davantage la région ou, encore,
les acides aminés impliqués dans la localisation. Des analyses d’immunoprécipitation de
ECELI suivies de chargement sur gel 2D pourraient également nous mettre sur une piste
d’identification de partenaires impliqués dans la rétention. Dans un même ordre d’idée, ces
études pourraient nous permettre d’expliquer la présence d’une proportion minoritaire de
protéines ECEL1 à la surface cellulaire. Elles pourraient aussi nous permettre de
comprendre si cette présence à la membrane plasmique est la conséquence d’un système de
rétention au RE inefficace ou si cette proportion peut être modulable, par exemple, en
conséquence à une quelconque condition physiologique.
6.10.2 Caractérisation enzymatique et identification de substrats biologiques
À ce jour, l’activité enzymatique de ECELI n’a été caractérisée que par la capacité
de l’orthologue chez le rat (DINE) à cliver un peptide synthétique: Z-gly-gÏy1eu-pNa, un
substrat connu de l’endopeptidase neutre (Kiryu-Seo et cotL, 2000). Afin de comprendre le
mécanisme enzymatique de ECEL1 par l’identification de sa spécificité de clivage, la
cueillette d’indices sur sa façon d’interagir avec certains peptides et inbibiteurs devra être
élaborée. En ce sens, il serait possible d’utiliser une librairie combinatoire de peptides
flurorescents contenant l’acide o-ammobenzoïque (Abz) comme donneur de fluorescence et
le N-(2,4-dinitrophényl)éthylènediamine (EDDnp) attaché à une glutamine ou le 2,4-
dinitrophényl (Dnp) attaché au groupe arnino-E d’une lysine, comme accepteur de
fluorescence. Cette combinaison fait en sorte qu’ils agissent comme paire donneur
accepteur, éliminant la fluoresence de façon interne. La librairie pourrait être préparée sous
la structure générale Abz-GXXZXK(Dnp)-OH, où la position Z est successivement
remplie par un des 19 acides aminés (la cystéine doit être omise pour éviter les
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dimérisations) et X représentent des résidus incorporés de manière aléatoire. L’utilisation
de cette librairie lors d’essais enzymatiques en présence de l’ectodomaine de ECELI que
nous avons réussi à faire sécréter et purifier permettrait d’identifier les pepfides clivés. Les
peptides clivés deviendraient fluorescents, puisqu’il y aurait séparation de la portion
donneur et de la portion accepteur. Par cette technique, il serait possible d’identifier les
préférences de ECEL1 pour certains résidus.
Suite à cette identification, nous pourrions être en mesure de rechercher des chaînes
peptidiques endogènes possédant des telles séquences d’acides aminés ; ces mêmes chaînes
pourraient alors être testées par essais enzymatiques dans l’espoir d’identifier un substrat
biologique pour la protéine ECEL1.
6.10.3 Étude de la régulation transcriptionnelle de ECEL1
La combinaison de nos résultats portant sur la régulation transcnptionndlle du gène
ECELI avec toutes les autres études nous permet d’effectuer les observations suivantes:
- l’augmentation transcripuonnelle de DINE lors de dommages neuronaux
(Kiryu-Seo et coÏt, 2000);
- l’augmentation transcnptionnelle de ECELI lors de développement de
neuroblastomes (Kawamoto et cott, 2003);
- ainsi que diverses autres influences directes et indirectes
(Kiryu-Seo et colt, 2000 ; Kato et col!., 2002 ; Oliba et colt, 2004);
- la diminution transcnptionnelle de ECELI lors de conditions hypoxiques
ou lors de l’induction de la réponse UPR (objet de la présente thèse).
Ceci permet de croire que le gène ECELI est soumis à une pléiade de modulateurs
Q influençant sa transcription et, de façon indirecte, modulant son ou ses rôle(s) dans une
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cellule (ou, à plus grande échelle, dans un tissu donné). Les études à venir devront
permettre d’identifier les voies de signalisation régulant l’expression du gène et, surtout
tenter d’expliquer de quelle façon la protéine ECELI est impliquée dans le contrôle central
de la respiration autonome.
6.10.4 Conclusion générale
Ces dernières années, l’émergence des connaissances sur les membres de la famille
de l’endopeptidase neutre (EPN) a été sans équivoque. Tant par l’approfondissement des
connaissances sur les membres déjà connus que par l’identification de nouveaux membres,
la recherche sur cette famille de métallopeptidases est passée par une période que l’on peut
qualifier de mini-révolution. Du point de vue fondamental, ces découvertes permettent
une meilleure compréhension des mécanismes régissant le métabolisme humain mais
l’intérêt réside surtout au niveau pharmacologique. De fait, l’identification de nouvelles
enzymes peut permettre d’expliquer les effets de plusieurs médicaments en cours
d’utilisation. Plusieurs produits pharmacologiques ont été synthétisés dans l’intention de
réguler l’action de certaines de ces métalloendopeptidases. Ainsi, certains inhibiteurs
autrefois jugés spécifiques pourraient s’avérer moins spécifiques qu’on ne le croyait et
inhiber plus d’une protéine. Mais, surtout, l’identification d’une nouvelle protéine soulève
toujours l’espoir qu’elle puisse permettre de comprendre certaines physiopathologies et,
ukimement de les enrayer. En ce sens, le domaine médical sort gagnant lorsqu’une
découverte, si minime soit-elle, est annoncée.
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